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1.ÖZET    

HİSTON DEASETİLAZ  İNHİBİTÖRÜ VORİNOSTATIN 

RATLARDA OLUŞTURULAN SİSPLATİN  

NEFROTOKSİSİTESİ ÜZERİNE  KORUYUCU  ETKİLERİ 

Öğrencinin Adı ve Soyadı: Dr. Yaşar YILDIRIM 

Danışmanı: Prof. Dr. Meral ERDİNÇ 

Anabilim Dalı: Tıbbi Farmakoloji AD. 

 

1.1.Türkçe Özet 

 

Amaç: Bu çalışmada ratlarda sisplatin ile oluşturulan nefrotoksisite üzerine histon 

deasetilaz inhibitörü vorinostatın etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır. 

 

Gereç ve Yöntem: Araştırmada, 32 adet Sprague-Dawley cinsi erkek rat 4 gruba 

ayrıldı. 1.grup Kontrol grubu, 2.grup Sisplatin grubu, 3.grup Vorinostat+Sisplatin 

grubu ve 4.grup Vorinostat grubu. 1.gruba tek doz i.p. salin verildi.  2.gruba 5 mg/kg 

tek doz sisplatin i.p. verildi. 3.gruba önce 24 saat arayla 50mg/kg iki doz vorinostat 

i.p. verildi ve son vorinostat dozundan 6 saat sonra tek doz 5 mg/kg sisplatin i.p. 

verildi. 4. Gruba ise 24 saat arayla 50mg/kg iki doz vorinostat i.p. verildi. Tüm 

gruplarda son ilaç uygulanmasından 5 gün sonra anestezi altında laparotomi 

yapılarak böbrekler izole edildi. Sol böbrekler perfüzyon basıncı ölçümleri için 

langendorff düzeneği ile perfüze edildi. Sağ böbrekler histopatolojik inceleme, 

Western-Blot analizleri (TNF-alfa, p21, PUMA-alfa) ve MDA ölçümleri için 

kullanıldı. Ratlardan kardiak kan alınarak serum üre ve kreatinin düzeyleri ölçüldü.  

 

Bulgular: Sisplatin grubunda üre ve kreatinin, TNF-alfa, p21 ve PUMA-alfa 

düzeyleri Kontrol grubuna kıyasla anlamlı olarak yüksek bulundu ve bu 

nefrotoksisite lehine değerlendirildi. Ayrıca Sisplatin grubunda artan perfüzyon 

basınçları ve tübüler atrofi, epitel deskuamasyonu, debris, tübüler lümende nekrotik 

materyal ve interstisyel dokuda lenfosit yoğunluğu gibi histopatolojik değişimler 
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nefrotoksisiteyi destekledi. Vorinostat+Sisplatin grubundaki aynı parametrelerin 

Sisplatin grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı şekilde azaldığı görüldü.  

 

Sonuç: Sonuç olarak, vorinostatın sisplatine bağlı gelişen nefrotoksisite üzerine 

koruyucu etkileri olduğu görüldü.  

Anahtar kelimeler: Vorinostat, sisplatin, nefrotoksisite, p21, PUMA-alfa, TNF-alfa            
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PROTECTIVE EFFECTS OF HISTONE DEACETYLASE 

INHIBITOR VORINOSTAT ON CISPLATIN NEFROTOXICITY 

IN RATS 

Student’s Surname and Name: Dr. YILDIRIM Yaşar  

Adviser of Thesis: Prof. Dr. ERDİNÇ Meral  

Department: Medical Pharmacology 

 

1.2. Abstract 

 

Aim: In this study, we aimed to investigate the effect of vorinostat -histone 

deacetylase inhibitor-on cisplatin-induced nephrotoxicity in rats. 

 

Material and Method: 32 male Sprague-Dawley rats were divided into 4 groups. 

1.Control group, 2.Cisplatin group, 3.Vorinostat+Cisplatin group and 4.Vorinostat 

group. A single dose of i.p. saline was given to the first group. In the second group, a 

single dose of cisplatin (5 mg/kg i.p. ) was given. In the third group, two doses of 

50mg/kg vorinostat was injected i.p. with a 24 hours interval and 6 hours after the 

last dose of vorinostat, a single dose of 5 mg/kg  i.p. cisplatin was given. In the forth 

group, two doses of 50mg/kg vorinostat was injected i.p. with a 24 hours interval. In 

all groups, 5 days after the last doses rats were anesthetized and with a laparotomy 

left kidneys were isolated and perfused via renal artery by Langendorff system and 

used for perfusion pressure measurement. Right kidneys were isolated for 

histopathological evaluation, Western-Blot analysis (TNF-alpha, p21, PUMA-alpha) 

and MDA measurements. Blood was drawn by cardiac puncture to measure serum 

urea and creatinine consantration. 

 

Results: Perfusion pressures, serum urea and creatinine levels, TNF-alpha, p21 and 

PUMA-alpha and MDA levels were found to be significantly higher in the Cisplatin 

group compared to the Control group and this was evaluated for nephrotoxicity. In 

addition, histopathological changes such as tubular atrophy, epithelial desquamation, 

debris, necrotic material in the tubular lumen and lymphocyte density in the 
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interstitial tissue supported nephrotoxicity. All these parameters significantly 

decreased in the Vorinostat+Cisplatin group compared to the Cisplatin group. 

Conclusions: As a result  it was observed that vorinostat has protective effects on 

cisplatin-induced nephrotoxicity.                                                                                                             
Key Words: Vorinostat, cisplatin, nephrotoxicity, p21, PUMA-alfa, TNF-alfa 
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2. GİRİŞ VE AMAÇ 

           

          Sisplatin, uzun yıllardan beri çeşitli solid tümörlerin tedavisinde kullanılan 

kemoterapötik bir ajandır. Sisplatinin kemoterapötik olarak kullanılmaya 

başlanmasıyla birlikte çeşitli yan etkileri de ortaya çıkmıştır. Sisplatinin yan 

etkilerinden en önemlisi nefrotoksisitedir (1,2). Bu yan etkinin ortaya çıkması, 

sisplatinin kanser tedavisinde etkin şekilde kullanılmasının önündeki en önemli engel 

olmuştur. Sisplatin nefrotoksisitesinin etiyolojisinde birden fazla faktör rol 

almaktadır. Bunların başlıcaları; renal kan akımında azalma, artmış renal vasküler 

rezistans, ilacın tübüler hücre DNA’sı ile etkileşimi ve bunun sonucunda proksimal 

tübül disfonksiyonu gelişimi, tübül hücrelerindeki Na-K ATPaz aktivitesinin 

inhibisyonu, mitokondriyal bozukluklar, oksidatif stres, peroksidasyona karşı 

koruyucu enzim aktivitelerinde azalmalar ve renin-anjiotensin-aldesteron 

sistemindeki değişikliklerdir (3). Yapılan çalışmalar, sisplatinin neden olduğu 

nefrotoksisitenin zemininde inflamasyon, apoptoz ve nekroptoz gibi patolojik 

mekanizmaların yer aldığını göstermiştir (3,4). Son yıllarda histonların asetilasyonu 

ve deasetilasyonunun; tümör gelişimi, enflamasyon, hücre yaşlanması ve benzeri 

birçok hücresel olayda etkin olduğuna dair epigenetik temelli çalışmalar yapılmıştır 

(5-6). 

          Histonları asetilleyen enzim histon asetiltransferaz (HAT), deasetilleyen enzim 

ise histon deasetilaz (HDAC)’dır. HDAC, histondan asetil gruplarını ayırarak 

transkripsiyon baskılayıcısı gibi etki gösterirler (7) ve histon deasetilaz inhibitörleri 

(HDACi) bu baskılamayı selektif olarak değiştirebilirler (8). Bu ajanlar halen kanser 

tedavisinde potansiyel ilaç olarak kullanılırken, yapılan hücre çalışmalarında hücre 

siklusu durması, hücre farklılaşması, anti-anjiogenez ve otofaji gibi etkilerin elde 

edilmesiyle başka hastalıkların tedavisinde umut vadettiği düşünülerek birçok in 

vitro ve in vivo çalışmalar yapılmıştır (9-14) 

          HDACi ailesi; kısa zincirli yağ asitleri, trisiklik tetrapeptitler, benzamidler ve 

hidroksamik asit türevlerinden oluşmaktadır (15). Çalışmamızda kullandığımız 
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vorinostat, bir hidroksamik asit türevi olup  1. ( HDAC1,  HDAC2 ve HDAC3 ) ve 2. 

sınıf ( HDAC6 ) HDAC enzimleri üzerindeki inhibe edici etkisi sayesinde; doku 

düzeyinde immun yanıt modülasyonu, anjiyogenez inhibisyonu, hücresel düzeyde 

farklılaşma, aggrezom oluşumu, hücre motilitesi, apoptoz ve hücre siklusunun 

devamı gibi biyolojik süreçler üzerinde çeşitli etkilere sahiptir (16). Bu etkiler 

ışığında; vorinostatın nöroprotektif (17), kardiyoprotektif (18), antiinflamatuar (19)  

ve nefroprotektif (20) etkinliklerini gösteren birçok bilimsel çalışma yapılmıştır.  

          Sisplatinin neden olduğu nefrotoksisitenin (özellikle akut böbrek hasarı) 

tedavisi için bugüne kadar birçok yöntem denenmiş ancak tam bir terapötik etkinlik 

elde edilememiştir. Salin ile hidrasyon, magnezyum takviyesi, mannitol ve amifostin 

tedavisi sisplatin nefrotoksisitesini belirgin oranda düşürmede yaygın kabul görmüş 

uygulamalar olmuşlardır (21,22). Ancak bazı yaklaşımlar ya tam bir iyileşme 

sağlayamamış ya da antitümöral etkinliği azalttıkları için tedavide tercih 

edilmemişlerdir (22,23). Günümüzde sisplatine bağlı akut böbrek hasarını düzeltmek 

için bol hidrasyon ve magnezyum takviyesi geçerliliğini koruyan  etkin bir klinik 

yaklaşım olmakla beraber, bu da tam bir düzelme sağlamadığı için bazı hastalarda 

sisplatin tedavisinden vazgeçilmesine sebebiyet vermektedir (24). 

           Rat proksimal tübül hücre kültüründe yapılan bir çalışmada; sisplatin verilerek 

hücrelerin %40-50’sinde apoptoz meydana geldiği, daha sonra verilen vorinostatın 

apoptozu %20-30’a düşürerek koruyucu etki gösterdiği bildirilmiş (20), vorinostatın  

tübül hücrelerindeki sisplatin nedenli apoptozu azaltırken, HCT116 kolon kanser 

hücrelerinde sisplatin tedavisinde in vitro olarak apoptozu artırdığı, in vivo olarak 

HDACi’nin sisplatin ile birlikte kullanılırken bir yandan protektif bir yandan da 

antikanser etki edebileceğini göstermiştir.  

          Bu çalışmada amacımız deneysel olarak sisplatin ile ratlarda oluşturulan 

nefrotoksisite modelinde, sisplatinin izole perfüze böbrekte renal vasküler rezistansı 

gösteren renal perfüzyon basıncı üzerine etkilerini ve beraberinde böbrek dokusunda  

histopatolojik ve  hücresel gen düzeyinde meydana gelen değişiklikleri incelemek ve 

histon deasetilaz inhibitörü olan vorinostatın koruyucu etkilerini araştırmaktır. 
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3. GENEL BİLGİLER 

 

3.1. Nefrotoksisite 

          Tipik bir böbrek; kandaki atıkları filtreleyen, kan pH’ını düzenleyen, vücudun 

sıvı dengesini sağlayan ve kırmızı kan hücresi yapımı, kemik sağlığı ve kan basıncı 

regülasyonu gibi hormonal fonksiyonları yerine getirmek için işbirliği içinde çalışan 

en az bir milyon adet nefrona sahiptir. Nefron; glomerül, proksimal tübül, henle 

kulpu, distal tübül ve toplayıcı tübüllerden oluşurken nefrotoksinlere maruz kalan 

esas bölüm proksimal tübüldür (1). 

          İnsanlar; yaşamları boyunca bilerek ya da bilmeyerek böbreklere zarar verme 

potansiyeline sahip birçok kimyasala maruz kalırlar. Doğal maddelerden endüstriyel 

kimyasallara, bunlardan çevresel atıklara kadar kimyasal yapısı farklı birçok ajan 

nefrotoksisiteye neden olmaktadır. Örneğin HgCl2 (ağır metal), fumosin B (mantar 

zehiri), siklosporin A (immunsupresif ajan) ve aminoglikozid (antibiyotik) yapısal 

olarak benzer olmamalarına rağmen hepsi de akut böbrek yetmezliğine neden olurlar. 

Bununla birlikte böbrek hücre hasarındaki hücresel hedeflerin ve hücresel hasar 

mekanizmalarının etken kimyasala göre farklılık göstermesi şaşırtıcı olmayacaktır 

(4). 

 

3.1.1. Nefrotoksisiteye yatkınlık oluşturan durumlar 

          Tübül hücreleri, dolaşan kimyasallara orantısız maruziyetleri ve yüksek hücre 

içi konsantrasyona neden olan transport sürecinden dolayı özellikle toksik hasara çok 

açıktır. Bir kimyasalın ya da metabolitinin iki yolla toksisiteye neden olduğu 

düşünülüyor. Birincisi; hücresel makromoleküllere kovalent ya da non-kovalent 

bağlanmak, ikincisi ise serbest oksijen radikali üretmek. Her iki durumda da 

makromoleküller, hücresel hasar yönünde çalışmaya başlar. Örneğin; hücre 

membranı lipid ve proteinleri, nükleus, lizozom, mitokondri ve sitoplazma bütün 

toksinlerin hedefi olur. Eğer toksin oksidatif strese yol açarsa hem lipid 
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peroksidasyonu hem de protein peroksidasyonu hücre hasarına katkıda bulunur. 

Birçok vakada mitokondri, toksinler için önemli bir hedeftir ve ortaya çıkan ATP 

azlığı böbreğin aerobik metabolizmasının enerji gereksiniminden dolayı  hücre 

hasarına neden olur. ATP kaybı, hücresel iyon homeostazını bozarak membran 

depolarizasyonunu olumsuz yönde etkiler. Sitozolik serbest Ca+2 artışı, hücre 

hasarının erken ya da ileri safhasında ortaya çıkar ve hücre ölümünde kritik öneme 

sahiptir (Ca+2 artışı, Ca+2 bağımlı nötral proteazları (kalpainler) aktive ederek hücre 

hasarına neden olur). Hücre hasarının geç fazı boyunca, artmış Cl- influksunu takip 

eden, hücre lizisine neden olan büyük moleküllerin hücre içine girişi görülür (4). 

 

3.1.2. Nefrotoksisitede oksidatif hasar teorisi 

          Oksidatif hasarda özellikle iki enzim rol oynar; 1- Fosfolipaz A2; oksidatif 

hasar boyunca hücre içinde yükselir ve hücre hasarına neden olan enzim ailesine 

aittir. 2- Kaspazlar; yine oksidatif hasarı takiben aktive olarak hücre hasarına neden 

olan sistein proteaz ailesine aittir. Bu maruziyet sürecinde hücreler apoptoz ya da 

onkoz mekanizmaları ile hasara uğrarlar ya da ölürler (4). 

 

3.1.3. Böbreklerin toksik hasara duyarlı olması 

          Böbreklerin kardiyak outputun %25’ini karşılaması, vazoaktif bileşenlere 

duyarlı olması, toksinleri, emilim ve sekresyon aşamalarında konsantre etmeleri, 

birçok transport proteininin intraselüler toksin konsantrasyonunu indirekt olarak 

artırması, geniş lümen yüzey alanı ve geniş biyotransformasyon kapasitesi toksik 

hasara duyarlılıklarını artırır (4). 

 

3.1.4. Böbreği toksik hasara yatkın hale getiren durumlar 

          Mevcut renal disfonksiyon, dehidratasyon, diyabet, birçok nefrotoksine birden 

maruz kalma böbreği toksik hasara yatkın hale getirir (4). 

 



 

9 
 

 

3.1.5. Nefrotoksisite gelişimine neden olan mekanizmalar 

          Nefrotoksisite, kemoterapi sürecinin en büyük yan etkilerinden birisidir. 

Nefrotoksisite gelişimine neden olan mekanizmalar; oksidatif stres, DNA etkileşimi, 

inflamasyon, mitokondriyal disfonksiyon, tübül epitel hücrelerine direkt toksik 

etkidir (3) 

 

3.1.6. Nefrotoksinler ve etkileri 

          Nefrotoksinler, böbreğin farklı bölgelerine etki ederek farklı sonuçlara neden 

olabilirler. NSAİİ’lar, ACE inhibitörleri, siklosporin A ve radyokontrast maddeler 

vazokonstriksiyona neden olurken; altın, IFN-alfa ve penisilamin glomerüler 

fonksiyon kaybı (proteinüri) yapar. Birçok nefrotoksin tübüler epitel hücreleri direkt 

olarak hasara uğratır. Aminoglikozidler, sefaloridin, kadmiyum klorid ve potasyum 

dikromat proksimal tubulün S1 ve S2 segmentlerini etkilerken; sisplatin, civa klorür 

ve diklorovinil-L-sistein S3 segmenti etkiler. Sefalosporinler, kadmiyum klorid ve 

NSAİİ’lar interstisyel nefrite neden olurken; fenasetin renal papiller nekroza neden 

olur (4). 

 

 

Şekil 1. Böbreğe toksik etkili maddelerin etkili olduğu alanlar (4) 
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3.2. Sisplatin 

3.2.1. Sisplatin 

           Bakterileri bir elektrik sahasında öldürmeyi amaçlayan Barnett Rosenberg 

tarafından tesadüfen keşfedilmiştir. Rosenberg, bakterilerin elektrik saha yüzünden 

değil sahada bulunan platin elektrodlarından yayılan bir bileşik (cis-

diamminedichloroplatinum2) nedeniyle öldüğünü fark etmiştir (25). Sisplatin, Cl- 

konsantrasyonunun görece yüksek olduğu kanda değişmeden kalır. Ancak ne zaman 

ki Cl- konsantrasyonunun düşük olduğu hücre içine girer o zaman iki Cl- atomu bir 

su molekülü ile sisplatine eklenir ve sisplatin hidrolize olur (sulu metabolit). Bu sulu 

form, guaninin N7 pozisyonuna bağlanır ve DNA sarmalında çapraz bağlar 

oluşturarak sitotoksik mekanizmayı başlatır. Bunun dışında bir de serbest oksijen 

radikalleri açığa çıkaran mitokondri hasarına neden olur. Sisplatinin renal transport 

sisteminde fazlaca bulunması ve oksidatif stresin gelişmesi, böbreğe neden daha çok 

zarar verdiğini açıklar (25). 

  

 

Şekil 2. Sisplatinin moleküler yapısı 

 

3.2.2. Sisplatinin kullanımı ve etkileri 

          Sisplatin; baş-boyun, akciğer, özofagus, mesane, testis, over, serviks, meme, 

beyin (26), rahim (27), mide (28) gibi malign hastalıkların tedavisinde sık kullanılan 

bir kemoterapi ilacıdır. Kimyasal adı cis-diamminedichloroplatinum2 olup cis 

konfigürasyonunda iki adet klorid ligandı taşır (26) (Şekil 2). Sisplatin, DNA’daki 

pürin bazlarla çapraz bağlar kurar ve DNA sentezini bozar (29). Bozulmuş hücre 
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bölünmesi, sisplatinin en önemli etkisidir ve buna bağlı olarak en yüksek aktivitesini 

hızlı çoğalan hücrelerde gösterir (29). Mide-barsak kanalından absorbe edilmez, 

sadece intravenöz (i.v.) uygulanır. Dokulara, plazma proteinlerine %90 oranında ve 

kısmen geri dönüşsüz olarak bağlanır. Verilişinden sonra dört ay süre ile böbrek 

dokusunda platin saptanabilir. Eliminasyon yarılanma ömrü 60 saat kadardır (30). 

Sisplatine bağlı en sık gözlenen doz bağımlı ve kümülatif yan etki, hastaların %30-

40’ında ortaya çıkan nefrotoksisitedir (31). 

 

3.2.3. Sisplatin nefrotoksisitesi 

          Klinikte, akut böbrek hasarı, tuz ya da magnezyum kaybı ve böbreğin idrarı 

konsantre etme yeteneğinin azalması olarak kendini gösterir (31). Sisplatine bağlı 

renal yetmezlik, bu maddenin böbrekte birikerek biyotransformasyona uğraması 

sonucu ortaya çıkar (31). Sisplatin nefrotoksisitesinin iyileştirilmesi ya da önlenmesi; 

hidrasyon, magnezyum takviyesi (8-16 mEq) ya da yüksek doz sisplatin alan ve/veya 

hipertansiyonu olan hastalarda mannitol ile zorlu diürez gibi destek tedavileri ile 

sağlanmaya çalışılır (21). Ancak mannitol tedavisi fazla diüreze ve buna bağlı olarak 

dehidratasyona neden olduğu için, yüksek doz sisplatin alan hastalarda güvenli ve 

etkili bir renoprotektif ilaca ihtiyaç duyulmuştur (32). 2019 yılına kadar; amifostin 

(ethanethiol,2-[(3-aminopropyl)amino]dihydrogen phosphate ester)], sisplatinin yan 

etkilerine karşı nefroprotektif olduğu bilinen en yaygın kullanılan ilaçtır ancak 

ototoksisite, hipotansiyon, vertigo, hipokalsemi, ciddi bulantı ve kusma gibi birçok  

yan etki bu ilacın klinik kullanımını sınırlandırmıştır (22). Diğer tiyol kaynağı 

sitoprotektif ajanlar (diethyl-dithiocarbamate, reducedglutathionum ve sodium 

thiosulphate) sisplatine bağlı nefrotoksisiteyi azaltıyor gibi görünseler de hepsi de 

klinik kullanımlarını sınırlayan istenmeyen tümör koruyucu etki gösterir (23). 

 

3.2.4. Sisplatinin hücre içine transportu ve metabolizması 

3.2.4.1. Sisplatinin böbrek hücrelerinde birikimi 

       Glomerüler filtrasyon ve tübüler sekresyon  esnasında sisplatin böbreklerde 

birikir (33). Renal proksimal tübül epitel hücreleri idrardaki ekskrete edilen 
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ksenobiyotiklere en çok maruz kalan hücrelerdir (34). Proksimal tübül epitel 

hücrelerindeki sisplatin konsantrasyonunun kandakinin beş katı olması, bu durumun 

bir sonucudur (33). Bu yüzden sisplatin kanda toksik olmayan düzeyde bile olsa 

böbrekte toksik düzeye ulaşabilir ve proksimal tübül S3 segmentinde meydana gelen 

ciddi hasara bağlı renal disfonksiyona neden olabilir (35). Sisplatinin hücresel 

birikimine aracılık eden önemli bir mekanizma bu ilacın taşıyıcı aracılı alımıdır 

(uptake).  

Sisplatini hücre membranından  hücre içine/dışına götüren taşıyıcılar; 

1-Organik katyon taşıyıcı 2 (OCT2)  

2-Bakır taşıyıcı 1 (Ctr1) 

3-Multidrug extrusion transporter 1 (MATE1) (36).  

          OCT2, sisplatinin absorbsiyonu için ana görevli taşıyıcıyken; MATE1, 

sisplatinin proksimal tubulden idrara taşınmasında (ekskresyon) rol alır (37). 

Bununla birlikte, cinsiyet farklılığı sisplatine bağlı akut böbrek hasarı için 

belirleyicidir ve sisplatin nefrotoksisitesi büyük oranda erkek sıçanlarda 

gösterilmiştir. Bu da proksimal tübül hücrelerindeki OCT2’nin dişilerde daha az 

eksprese edilmesiyle açıklanmıştır (38). Bu arada hipomagnezeminin OCT2 

üretimini provoke ettiği, bunun da sisplatinin böbreğe alımını  artırdığı görülmüştür 

(39). Birçok klinik çalışmadan elde edilen verilere göre; magnezyum replasmanının 

proksimal tübül hücrelerindeki OCT2 ekspresyonunu baskılayarak sisplatin 

nefrotoksisitesini iyileştirdiği/önlediği saptanmıştır (39). Bundan dolayı; magnezyum 

takviyesi (8-16 mEq) ile birlikte kısa süreli ve düşük volümlü hidrasyon, sisplatinin 

neden olduğu renal hasarı önlemek için günümüzde halen kullanılmaktadır (21). 

Sisplatinin ekstraselüler biyotransformasyonu, ilaç  renal epitel hücrelerinin apikal 

yüzeyine ulaşır ulaşmaz başlar. Sisplatin nefrotoksisitesinin ilk basamağı, dolaşımda 

glutatyon konjugatları oluşumudur (glutatyon-S-transferazın aracılık ettiği bir 

reaksiyon ile). Glutatyon konjugatları böbreğe girdikten sonra,  GGT 

(gamaglutamiltranspeptidaz) tarafından proksimal tübül hücreleri yüzeyinde sisteinil-

glisin konjugatlarına dönüştürülür. 
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Şekil 3. Sisplatin kaynaklı epitelyal hücre ölüm yolakları. “Sisplatin, böbrek epitel hücrelerine 

OCT2 ve daha az da Ctr1 aracılığıyla girer. Sisplatin hem mitokondiyal hem de mitokondri dışı 

apoptoz ve nekroz yolaklarını aktive eden serbest oksijen radikalleri üretimine, nükleer ve 

mitokondriyal DNA hasarına neden olur” (31) 

          Sisteinil-glisin konjugatları, yine proksimal tübül hücre yüzeyinde bulunan 

aminopeptidazlar tarafından sistein konjugatlarına metabolize edilirler . Bu sistein 

konjugatları ise proksimal tübül hücrelerine alınarak, sistein-s-konjugat beta-liyaz 

tarafından yüksek derecede reaktif tiyollere dönüştürülürler (40). 

 

3.2.4.2. Proksimal tübüle alınım ve birikim 

          Renal hasarın büyük bir kısmı, proksimal tübülün S3 segmenti denilen böbrek 

medullasının kortekse yakın kısmında meydana gelir. Proksimal tübül epitel 

hücrelerindeki sisplatin akümülasyonu, kandaki sisplatin konsantrasyonunun beş 

katıdır (41). İntraselüler olaraksa en yüksek sisplatin konsantrasyonu sitozol, 

mitokondri, nükleus ve mikrozomlarda görülür. Proksimal tübül epitel hücrelerindeki 
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sisplatin toksisitesi morfolojik olarak; tübüler nekroz, mikrovillus kaybı, 

lizozomlarda sayı ve boyut değişikliği ve mitokondiyal vakuolizasyon olarak kendini 

gösterir. Bu yapısal değişikliklere birçok organelin fonksiyon bozuklukları da eşlik 

eder. Bu arada, iki belirgin patofizyolojik mekanizma, hücresel hasarın ana 

tetikleyicileri olarak göze çarpmaktadır; 

1- protein sentezinin inhibisyonu  

 2-  glutatyon deplesyonu 

          Bunlarla beraber; mitokondriyal hasar, membran transport proteinlerinin 

inhibisyonu ve lipid peroksidasyonu hücre hasarının göstergeleri olarak ortaya çıkar 

(42). 

 

3.2.5. Sisplatin sitotoksisitesi 

 

3.2.5.1. Sisplatinin hücresel hedefleri 

          Platin bileşiklerinin toksik etkilerini DNA ile etkileşime geçerek ortaya 

çıkardıkları düşünülüyor. Hücre içi gibi aköz (sulu) bir ortamda, sisplatinin klorid 

ligandları su tarafından eklenir ve pozitif yüklü bir elektrofil ortaya çıkar. Bu 

elektrofil; DNA, RNA ve diğer protein bileşkeleri oluşturacak intraselüler 

makromoleküllerin nükleofilik yüzleriyle etkileşir (43). Sisplatin hızlı çoğalan 

hücrelerde DNA’ya bağlanarak, sarmaliçi ve sarmallararası çapraz bağlar oluşturur 

ve DNA sentezini ve replikasyonunu durdurur (44). Bu da sisplatinin DNA hasarı 

üzerinden antitümör etkisini açıklar (45). Buna karşın Mandic ve arkadaşları, 

çekirdeği çıkarılmış hücrelerin sisplatin nedenli apoptozunun  DNA hasarı 

gelişmeksizin ortaya çıkabildiğini göstermişlerdir (46). Bazı yayınlar, mitokondri 

DNA’sının ya da diğer mitokondriyal yapıların, sisplatine bağlı hücre ölümünde 

DNA hasarından daha önemli olabileceğine işaret etmişlerdir (47). Pozitif yüklü 

sisplatin, negatif yüklü olan mitokondride kolaylıkla birikebilir. Buna göre; bazı 

hücrelerin sisplatine olan duyarlılığı, o hücrelerdeki mitokondri yoğunluğuna ve 

mitokondri membran potansiyeline bağlı olduğu düşünülebilir (48). Proksimal tübül 
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hücreleri, böbrekteki en yoğun mitokondri içeriğine sahip hücreler oldukları için, bu 

yaklaşım, bu hücrelerin sisplatin toksisitesine neden daha duyarlı olduklarını 

açıklayabilir (49). 

 

3.2.5.2. Sisplatinin neden olduğu böbrek hasarının patofizyolojisi 

         Düşük molekül ağırlıklı ve yüksüz sisplatin glomerülden serbestçe süzülerek 

medulla ve kortekste bulunan proksimal tübül segmentlerinde en yüksek seviyeye 

ulaşır (42). Zaten bu bölgeler sisplatinin neden olduğu böbrek hasarının en çok 

görüldüğü alanlardır (50). Bu hasar, patofizyolojik olarak dört tiptir; vasküler hasar 

(vazokonstriksiyon), glomerüler hasar (kapillerler, bazal membran, podositler, 

mezengiyal hücreler, parietal hücreler), tubuler toksisite (apoptoz ya da nekroz) ve  

interstisyel hasar (inflamatuar yanıta bağlı hasar) (42) 

 

3.2.5.3. Sisplatin kaynaklı hücre siklus değişimleri ve hücre ölümü ile ilgili 

moleküler mekanizmalar 

          Sisplatin nefrotoksisitesi doz bağımlıdır ve böbrek hücrelerinin nekroz, 

apoptoz ve nekroptozu ile ilişkilidir (51). İn vitro çalışmalar, nekrotik hücre 

ölümünün yüksek doz sisplatin ile gerçekleşirken, apoptozun ise düşük doz sisplatin 

ile ortaya çıktığını göstermiştir (52).  

          Sisplatin; sitokrom c, apoptoz indükleyici faktör (AIF) ve endonükleaz G 

salınımı ile sonuçlanan kaspaz3, kaspaz8 ve kaspaz9’un aktivasyonuna ve Bax 

geninin mitokondriye translokasyonuna neden olur (52,53). Nekroz ve apoptoza ek 

olarak sisplatin tedavisinde nekroptoz* da gözlenmiştir. 

----------------------------------------------------------- 

 *Nekroptoz Nedir?: Morfolojik olarak nekroza, mekanizma olarak apoptoza benzeyen bir hücre 

ölüm yolağıdır. Anahtar morfolojik özellikleri; hücre ve organellerin şişmesi ve plazma membran 

rüptürüdür. Mekanizması ise genetik olarak programlanmış sinyal iletimi olayları ( genetically 

programmed signal transduction events) ile tetiklenir. Mekanizma şu algoritma ile özetlenebilir: 

Tümör nekroz faktörü (TNF), Tümör nekroz faktörü reseptörü1 (TNFR1)’i uyarır. RIP1 (receptor 

interacting protein), RIP3 ve kaspaz-8 TNFR1’e sitozolik yüzeyde bağlanır ve kompleks oluştururlar. 
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Eğer bu kompleks kaspaz 8’i aktive ederse apoptoz başlar; eğer kaspaz 8’i aktive edemezse nekrozom 

oluşur. Nekrozom ise birçok tümör ile ilişkilidir. Nekroptozun işlev gördüğü birkaç klinik durum; 

kemik büyüme plaklarının kapanması, reperfüzyon hasarı, akut pankreatit, steatohepatit, Parkinson 

hastalığı (Şekil 3) 

 

3.2.6. Sisplatin toksisitesinde apoptotik yolaklar 

          Sisplatine bağlı renal epitel hücre ölümünde birçok apoptotik yolak 

tanımlanmıştır. Bunlar; TNF reseptörleri ve Fas gibi hücre ölüm reseptörlerini içeren 

ekstrinsik yolak, intrinsik mitokondriyal yolak ve endoplazmik retikulum stres 

yolağıdır (54).  

 

3.2.6.1. Sisplatin ve kaspazlar (ekstrinsik yolak) 

          Kaspazlar, hem in vitro hem de in vivo olarak sisplatin nedenli renal epitel 

hücre ölümüne neden olduğu bilinen apoptoz sürecinde önemli rol oynayan hücre 

ölüm proteazları ailesidir (55). Hem p53 nedenli kaspaz-6 ve kaspaz-7’nin uyarılması 

(56) hem de p53 bağımsız kaspazların Bax/Bak eksenli sitokrom c salınımı sonucu 

uyarılması, sisplatinin tübüler epitelyum hücrelerini öldürmesine katkıda bulunur 

(55). 

          Ligandlar, hücre membranı üzerindeki ölüm reseptörlerine bağlanarak kaspaz-

8’i aktive ederler. Bu da diğer kaspazları aktive ederek apoptozu indükler (57). 

Bilinen en önemli ölüm reseptörleri; Fas, TNF-alfa ve TNF reseptör (TNFR) 1 ve 

2’dir. Sisplatin bu ölüm reseptörlerini indükler. Tsuruya ve arkadaşları; TNFR1 ve 

Fas’tan yoksun bırakılmış renal epitel hücrelerinin sisplatin nedenli hücre ölümüne 

karşı dirençli olduklarını (54), Seth ve arkadaşları; sisplatinin, kaspaz-8 aktivitesini 

artırdığını (58), Takeda ve arkadaşları ise kaspaz-8 inhibisyonunun sisplatin nedenli 

hücre ölümünü azalttığını (59) in vitro deneylerle göstermişlerdir. 
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3.2.6.2. Sisplatin ve intrinsik mitokondriyal yolak 

 

          Renal epitel hücrelerinin sisplatine maruziyeti Bax’ın mitokondriye 

translokasyonu ile sonuçlanır ve kaspaz-2 aktivasyonu, sitokrom-c ve endonükleaz-G 

gibi maddelerin mitokondriden salınması, kaspaz-9 aktivasyonu gibi basamakları 

içinde bulunduran apoptozun intrinsik mitokondriyal yolağı aktive olmuş olur (60-

62). 

 

3.2.6.3. Sisplatin ve endoplazmik retikulum stres yolağı 

         Endoplazmik retikulum stres yolağı, kaspaz-12 ve kalsiyum bağımlı fosfolipaz 

A2 aktivasyonu ile ilişkilidir ve bu enzimlerin inhibisyonu sisplatin nedenli apoptozu 

azaltır (63,64). 

 

3.2.6.4. Böbrek hücre hasarı ve hücre siklusu düzenleyicileri 

          Böbrek hücre hasarında, hücre siklus düzenleyicileri de özel bir rol oynar (65). 

Akut böbrek hasarında birçok stabil böbrek hücresi hücre siklusuna katılır. Hücre 

siklusu, cdk2 gibi siklin bağımlı kinazların aktivasyonu ve inhibisyonu ile kontrol 

edilirler (66). Bir cdk inhibitörü olan p21, sisplatin tarafından upregüle edilir 

(etkinliği artırılır) ve sisplatin toksisitesine karşı koruyucu bir rol üstlenir (66). 

p21’in aşırı uyarımı, sisplatin nedenli apoptozu inhibe ederken (in vitro), p21 gen 

defektli farelerin sisplatinin böbrek hasarına daha yatkın oldukları (in vivo) 

gösterilmiştir (66). p21, hücre siklusunu durdurarak bir bakıma hücrelere sisplatinin 

neden olduğu DNA hasarını tamir etmek için zaman kazandırır (66). 

 

3.2.6.5. Sisplatin nefrotoksisitesi ve p53  

           p53, sisplatin nedenli hücre ölümünün ana mediyatörü olarak bilinir. p53, 

tümör baskılayıcı etkisini, hücre siklus aresti ya da apoptozu uyararak gerçekleştirir 

(DNA hasarı, hipoksi ve onkogen aktivasyonuna yanıt olarak) (67). Sisplatinin, 
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böbrekte (in vivo) (68) ve tübül epitel hücrelerinde (in vitro) (58) p53’ü uyardığı 

gösterilmiştir. p53’ün farmakolojik ya da genetik inhibisyonunun, sisplatinin neden 

olduğu kaspaz aktivasyonu, apoptoz indüksiyonu ve renal hasarı in vivo ve in vitro 

azalttığı gösterilmiştir (69). p53’ün transkripsiyon regülasyonundaki iki hedefi; 

PUMA-alfa (p53 upregulated modulator of apoptosis alfa) ve PIDD (p53 induced 

protein with a death domain), sisplatin nedenli hücre ölümünde p53 aktivitesini 

düzenlerler. PUMA-alfa, sisplatin tarafından p53 bağımlı olarak indüklenen bir 

proapoptotik proteindir (70). p53’ün sisplatine bağlı olarak aktivasyonu kaspaz-2’yi 

uyararak AIF (apoptosis inducing factor)’nin mitokondriden salınımına neden olan 

PIDD’yi uyarır (71).  

3.2.7. Sisplatin nefrotoksisitesinde inflamasyon 

 

          Sisplatin nefrotoksisitesinde inflamasyon, direkt selüler toksisiteye ek olarak 

giderek artan bir önem kazanmaya başlamıştır. Son yirmi yılda, inflamatuar renal 

hasarda rol alan bir dizi mediatör tanımlanmıştır (72). 

 

Şekil 4. Sisplatin nefrotoksisitesinin immun mekanizması. “Renal epitel hücre hasarı DAMPs 

(damage-associated molecular patterns) salınmasına neden olur. Bu da TLR4 (tool-like receptor 4)’ü 

aktive eder. TLR4 aktivasyonu, içinde TNF-alfa’nın da bulunduğu birçok kemokin ve sitokinin 



 

19 
 

üretimine neden olur. Bu kemokin ve sitokinler, adezyon moleküllerini aktive ederek nötrofil ve T 

hücreler gibi inflamatuar hücreleri hasar bölgesine çeker. Dokuda yerleşik dendritik hücreler IL-10 

üreterek (anti-inflamatuar sitokin) böbrek hasarını azaltmaya çalışırlar. Treg (regulatuar t hücreleri) 

hücreleri de böbrek hasarını azaltır (mekanizma bilinmiyor). Dendritik hücrelerin, Treg hücrelerinin 

sayı ve aktivitesini artırdığı düşünülüyor” (72). 

3.2.7.1. Sisplatin hasarlı böbreklerde sitokin ağı 

          Sisplatin tedavisi nedeniyle ortaya çıkan renal inflamasyon, sisplatin hasarlı 

proksimal tübül hücreleri ya da böbreğin kendi immun hücreleri tarafından üretilen 

inflamatuar ve immün süpresif sitokinler arasındaki karmaşık etkileşim ile kontrol 

edilir. İnflamatuar sitokinler arasından TNF-alfa, sisplatin nedenli inflamatuar yanıtta 

merkezi role sahiptir (73).  

 

3.2.7.1.1. Sisplatin nefrotoksisitesinde TNF-alfa 

        TNF-alfa’nın esas rolü, diğer inflamatuar sitokin ve kemokinlerin üretimini 

stimüle etmek ve inflamatuar hücreleri hasarlı hücreye çağırmaktır (74). TNF-alfa, 

adezyon moleküllerini renal endotel hücrelerinde çoğaltır ve dolaşan lökositlerin 

enflame böbrek parenkimine girmesini sağlar (75,76). Selektinler ve integrinlerden 

ICAM-1 (interselüler adezyon molekülü1), TNF-alfa tarafından sisplatin hasarlı 

böbreğe immun hücrelerin göçünü sağlayan en önemli komponenttir (77). 

          TNF-alfa, birçok enfeksiyöz ve inflamatuar hastalıkta başrolde olan prototipik 

bir inflamatuar sitokindir. Anti-TNF tedavileri; psöriyazis, romatoid artrit ve 

inflamatuar barsak hastalıkları gibi belirgin inflamatuar hastalıklarda yaygın olarak 

kullanılır. Deng ve arkadaşlarının (78) yaptığı  fare çalışmasında, sisplatin 

nefrotoksisitesinde TNF-alfa’nın renal ekspresyonunun arttığı gösterilmiştir. TNF-

alfa, birçok immun ve non-immun hücre tarafından üretilebilir. Bunu göstermek için 

Zang ve arkadaşları (79) kimerik bir fare oluşturarak kemik iliğini çıkarmış ve yerine 

wild-type TNF-alfa knockout denilen özel bir fare türünün kemik iliğini 

yerleştirmişler. Wild-type kemik iliği verilen kimerik farelerin böbreklerinde, 

sisplatin tedavisinden sonra immun kaynaklı olmayan bir böbrek hasarının geliştiğini 

görmüşlerdir. Ayrıca bu farelerde; çok hafif bir renal yetmezlik, az bir renal 

histolojik hasar ve düşük kan-idrar TNF-alfa seviyeleri gözlenmiş. Tüm bu sonuçlar 
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gösteriyor ki; sisplatin uygulamasından sonra dolaşımdaki ve idrardaki TNF-alfanın 

önemli bir kısmı, non-immün hücrelerden ve muhtemelen renal epitel hücrelerden 

kaynaklanıyor olabilir (80). Ayrıca sisplatin nefrotoksisitesinde rol aldıkları için 

sitokinler bu konuda diagnostik değere sahiptir.  

          Dendritik hücreler; immun sistemin bekçileri gibidirler ve kararlı durum 

şartlarında, TGF-beta (81) ve IL-10 (82) ve Treg hücrelerini uyararak toleransı 

devam ettirirler. Dendritik hücreler böbrekte tubulointerstisyel kompartman boyunca 

yoğun bir iletişim ağı kurmuş vaziyettedirler (83). Dendritik hücrelerin iskemik renal 

hasar süresince TNF-alfa ürettikleri gösterilmiştir (84). 

 

3.2.8. Sisplatin ve otofaji 

          Otofaji de sisplatin nedenli hücre hasarında rol oynar. Otofaji; hasarlı 

organellerin, protein agregatlarının ve diğer makromoleküllerin sitoplazmada 

biriktiği bir hücresel süreçtir. Renal epitel hücrelerinin sisplatin ile tedavisi, otofajik 

proteinlerin ekspresyonuna ve otofagozomların oluşumuna yol açar (85,86). 

Otofajinin inhibisyonunun apoptozu artırdığı görülmüş ve bu da otofajinin sisplatine 

karşı hücre cevabında koruyucu rolü olduğunu gösteriyor (85,86). 

 

3.2.9. Sisplatin nefrotoksisitesinin klinik yansımaları 

        Sisplatin nefrotoksisitesi; akut böbrek yetersizliği (en önemli yan etki), 

hipomagnezemi, fankoni benzeri sendrom, distal renal tubuler asidoz, hipokalsemi, 

renal tuz kaybı ve hiperürisemi (üre-kreatinin yüksekliği) gibi klinikle karşımıza 

çıkabilir (2). Lipid peroksidasyonunun en önemli ürünlerinden olan malondialdehit 

(MDA), hücre membranlarından iyon alış-verişine etki ederek membrandaki 

bileşiklerin çapraz bağlanmasına yol açar ve iyon geçirgenliğinin ve enzim 

aktivitesinin değişimi gibi olumsuz sonuçlara neden olur. MDA, DNA’nın nitrojen 

bazları ile reaksiyona girebilir ve bundan dolayı mutajenik, hücre kültürleri için 

genotoksik ve karsinojeniktir (87). 
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3.2.9.1. Sisplatin tedavisinde böbrek koruyucu yaklaşımlar 

 

          Salin ile hidrasyon ve sisplatin tedavisi öncesinde, esnasında ve sonrasında 

mannitol uygulaması, sisplatin nefrotoksisitesini belirgin oranda düşürmede yaygın 

kabul görmüş uygulamalardır (88). Tedavi esnasında NaCl’ün  fayda mekanizması 

tam olarak bilinmemektedir ancak salin ile veya hipertonik salin ile volüm 

genişlemesi  böbrekten sisplatin ekskresyonunu (salınımını) artırabilir. Bununla 

birlikte, tuz yüksek konsantrasyonda Cl- iyonu sunar, bu da sisplatin molekülünden 

Cl- iyonlarının ayrılmasını önleyerek sisplatinin reaktif formuna dönüşmesini azaltır 

(89). Ayrıca salin hücreyi ozmotik strese sokarak sisplatinin DNA’ya ulaşmasını 

azaltır, proksimal tübül hücrelerinin apoptotik yolağa direncini artırır ve 

nefrotoksinlerin metabolik etkinliklerini değiştirir. Tüm bunlar sisplatinin yan 

etkilerine karşı koruyucudur ancak sisplatinden beklenen tümörisidal etkiyi de 

azaltacağından tedavi mantığına ters düşmektedir (24). 

 

3.3. Histonlar 

3.3.1. Histonların yapısı 

 

 

 

Şekil 5: Histonların amino ucu kuyrukları ve  nükleozomun iç yapısı (92)          
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Histonlar, ökaryötik hücrelerde DNA ile iyonik bağ yapmak suretiyle birleşerek 

nükleozom yapısını oluşturan basit bazik karakterde proteinlerdir (90,91). Her histon, 

yapısal etki alanı ve yapısal olmayan terminal amino kuyruğundan oluşmaktadır (91). 

Histon proteinlerinin amino ucu kuyrukları, nükleozom dışına doğru uzanmakta ve 

protein-protein etkileşimine, dolayısıyla histon modifikasyonlarına olanak 

sağlamaktadır  (92). 

 Nükleozomların dışına doğru uzanan amino kuyrukları; fosforilasyon, metilasyon ve 

asetilasyon gibi çeşitli posttranslasyonel modifikasyonlar için uygun bir alan 

oluştururlar (93). 

 

3.3.2. Histonların posttranslasyonel modifikasyonları 

          DNA’nın nükleotid dizisindeki bir değişimden kaynaklanmayan ancak 

fenotipte meydana gelen kalıtılabilir değişiklikler epigenetik değişimler olarak 

adlandırılmaktadır.          Posttranslasyonel histon modifikasyonları kromatinin 

epigenetik düzenleyicileridir. Bu modifikasyonlar, histon-histon ve histon-DNA 

etkileşimlerinde rol alarak kromatin yapısını modifiye ederler. Kromatine özgü 

histon modifikasyonları, genomda transkripsiyonel olarak “aktif ökromatin” ve 

“sessiz heterokromatin” bölgeler oluşmasına olanak sağlar (94,95). 

 

3.3.2.1. Histonların asetilasyonu 

          Kromatinin temel birimi olan nükleozom, DNA'nın etrafına sarılmış dört 

çekirdek histonun (H3, H4, H2A ve H2B) meydana getirdiği bir oktamerden oluşur 

(Luger ve ark., 1997) (Şekil 5). Özellikle, nükleozomun yüzeyindeki N-terminal 

kuyruklarında bulunan lizinlere asetil gruplarının eklenmesiyle gelişen histon 

asetilasyonu, aktif transkripsiyon ile ilişkilidir (Hebbes ve ark., 1988). Histon 

kuyruklarındaki lizinlerin asetilasyonu ile meydana gelen yük nötralizasyonu DNA 

ve histonlar arasındaki elektrostatik çekimi gevşetir ve transkripsiyonu kolaylaştırır 

(Davie ve Chadee, 1998). 
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3.3.2.2. Histon asetiltransferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzimleri 

        HAT'ler ve HDAC'ler, hedef proteinler üzerindeki spesifik lizin kalıntılarının ε-

amino grubunun sırasıyla asetilasyonunu ve deasetilasyonunu gerçekleştirir. Bir 

asetil grubunun eklenmesi, lizin amino grubu üzerinde pozitif yüklerin oluşumunu 

engeller ve bu nedenle protein aktivitesini etkileyebilir. Bu tersine çevrilebilir 

katalitik olay sayesinde, HAT'ler ve HDAC'ler transkripsiyonu iki genel yolla 

düzenleyebilir: 1) kromatin yapısını ve kromatine transkripsiyonel düzenleyici 

proteinlerin (96,97)  erişilebilirliğini modüle ederek 2)  transkripsiyonu doğrudan 

düzenleyen histon olmayan substratların aktivitesini değiştirerek (98). Asetilasyon 

geri dönüşlü olarak gerçekleşen bir olaydır. Lizin aminoasidinin asetil grubunun 

çıkarılması ile kromatin tekrar kondanse olmakta ve transkripsiyon baskılanmaktadır 

(99). HAT ve HDAC enzimleri, histon olmayan proteinleri asetilleyerek veya asetil 

gruplarını uzaklaştırarak hücrede önemli etkilerde bulunmaktadır. Protein kararlılığı, 

protein-protein etkileşimi, protein yerleşimleri, DNA’ya bağlanma yetenekleri bu 

etkiler arasındadır (100). HAT ve HDAC arasındaki denge, hücrelerin gen 

regülasyonunun düzenlenmesinde önemli rol oynamaktadır. HAT aktivitesinde 

azalma ya da HDAC aktivitesindeki artış, hücrelerin malign dönüşümünde rol 

oynamaktadır (101). 

 

3.3.3.Histon deasetilaz inhibitörleri (HDACi) 

          HDACi;  histon asetilasyonunu sağlayarak bazı genlerin ifadesini 

değiştirebilmekte ayrıca transkripsiyon faktörleri ve tümör baskılayıcı proteinler gibi 

histon olmayan bazı proteinlerin asetilasyonunu artırarak biyolojik aktiviteleri 

etkilemektedir. HDACi uygulanarak histonların deasetilasyonu engellenmekte, 

histon asetilli halde kalmakta ve transkripsiyonun sürekliliği sağlanmaktadır (8). 

Potansiyel ilaç hedefi olmaları nedeniyle tıbbi açıdan önemli olan HDAC enzimlerini 

inhibe edebilen moleküller geliştirilmiştir. Bu moleküller; hidroksamatlar, siklik 

tetrapeptidler ve kısa zincirli yağ asitleridir (5,102). 
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          Histon deasetilaz inhibitörleri (HDACi), anti-kanser ajanlar olarak 

geliştirilmişlerdir. Yüksek konsantrasyonlarda bu ajanlar renal epitel hücrelerde 

apoptozu indükler (6) 

 

3.3.3.1. HDACi’nin  etki mekanizması 

          HDACi, birçok transforme ya da kanser hücre tipinde apoptozu ve 

diferansiyasyonu tetikleyerek hücre siklusunun G1 ve G2 fazında durmasına neden 

olur ve proliferasyonu inhibe ederler (9). HDACi’nin antitümöral aktivitesindeki 

dikkat çekici bir durum histon asetilasyonunun sadece belli genlerin 

transkripsiyonunu (eksprese edilmiş genlerin %2’si) aktive etmesi ve tümör 

büyümesini inhibe etmesidir. En çok uyarılmış genlerden birisi, hücre siklusu kinaz 

inhibitörü olan p21WAF genidir (10). HDACi’nin kullanılması sonucu p21 promotör 

bölgesindeki H3 ve H4 histonlarının asetilasyonu gerçekleşir ve p21 geninin 

ekspresyonu artar (11). Normal hücreler, HDAC inhibitörleri ile tedaviye daha 

dirençliyken (103), tümör hücrelerinde hücre büyümesini durdurur, hücre 

farklılaşmasını ve hücre ölümünü inhibe eder. HDACi’nin etki mekanizmasının,  

epigenetik ve posttranslasyonel modifikasyon seviyelerinde değişen gen ekspresyonu 

ve histon olmayan proteinlerdeki değişikliklerle ilişkili olduğu düşünülmektedir. 

Birçok tümör hücre hattında, HDAC inhibitörleri hücre siklus geni p21'in yukarı 

doğru regülasyonuna (reseptör sayısında artma) neden olarak siklin/cdk 

komplekslerini bloke eder, hücre döngüsü durmasına yol açar ve diferansiyasyonu 

bloke eder (104,105). HDACi; transkripsiyonel etkilerinin yanısıra, kanser 

hücrelerinde hücre döngüsünün inaktif olan G2 kontrol noktasını aktif hale getirerek, 

hücre bölünmesini durdurmakta ve apoptozu uyarmaktadır (12,13). HDACi ile 

yapılan in vivo çalışmalar, bu bileşiklerin tümör büyümesini ve metastazı önemli 

ölçüde azalttıklarını göstermiştir. Örneğin; kısa zincirli yağ asitlerinden bütirik asit 

ve türevleri, kolon ve prostat kanserleri ile endometrial ve servikal kanserlerde 

çalışılmış ve bu maddelerin kanserli hastalarda hücre siklusunu etkileyerek 

bölünmeyi durdurdukları, farklılaşma ve apoptozu uyardıkları gösterilmiştir (106). 

HDACi’ni tercih edilir kılan özelliklerinden biri de diğer tedavi yaklaşımlarını 

optimize etme yetenekleridir. HDACi; kemoterapi modellerindeki retinoik asitler, D 
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vitamini analogları ve peroksizom proliferatör aktive edici reseptör gama  (PPAR-

gama) ligandları gibi ilaçların etkilerini artırabilirler (107). HDACi’nin hücre 

bölünmesi, hücre siklus ilerlemesi, apoptoz, hücre iskeleti modifikasyonları ve 

anjiyogenezi içeren geniş çaptaki hücresel işlevleri modifiye etme yetenekleri 

bulunmaktadır. Bu ilaç grubunun böyle bir anahtar rol oynamasının iki büyük 

nedeni; var olan sitostatiklerin (retinoidler gibi) etkisini iyileştirme ve kanser 

tedavisine yeni terapötik yaklaşımlar katarak hastalığa neden olan belirli genlerin 

transkripsiyonunu hedefleme yetenekleridir (108,109). 

          Bugüne kadar iki HDACi FDA tarafından kutanöz T hücreli lenfoma 

tedavisinde kullanılmak üzere onay almıştır. Bunlar, vorinostat (suberoylanilid 

hidroksamik asit-SAHA) ve romidepsin (FK228)’dir (14). HDACi, HDAC’nin 

katalitik bölgesinde bulunan çinko (Zn) atomunu doğrudan etkileyerek inhibisyona 

neden olur (inhibisyonun gerçekleşmesi için çinko atomu gerekmektedir) (110).  

 

3.3.3.2. HDACi tipleri 

          HDAC inhibitörleri, sadece birkaç HDAC tipine (HDAC izoform seçici 

inhibitörler) karşı spesifik olarak etki edebilir, fakat aynı zamanda tüm HDAC 

tiplerine (pan-inhibitörleri) karşı da etki edebilir. HDAC inhibitörleri, beş bileşik 

sınıfının üyeleri olarak sınıflandırılabilir: (I) hidroksamik asitler (hidroksamatlar; 

vorinostat, trikostatin vs.); (II) kısa zincirli yağlı (alifatik) asitler; (III) benzamidler; 

(IV) siklik tetrapeptidler; ve (V) sırasıyla pan-inhibitör nikotinamid ve spesifik 

SIRT1 ve SIRT2 inhibitörleri sirtinol ve cambinol dahil sirtuin inhibitörleri (15).  

          Trikostatinin siklin bağımlı kinaz (CDK) inhibitörü olan p21 geninin 

promotörünü aktive ederek tümörlü hücrenin büyümesini durdurduğu, hücre 

döngüsünü etkilediği, hücresel ve mitokondriyel yolaklar üzerinden apoptozu 

indüklediği bilinmektedir (111). 
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3.3.3.3. Vorinostat (Suberoilanilid hidroksamik asit) 

          Vorinostat, yapısal olarak hidroksamat grubuna ait bir histon deasetilaz 

(HDAC) inhibitörüdür. Bu gruptaki diğer ilaçlar arasında Givinostat, Abexinostat, 

Panobinostat, Belinostat ve Trichostatin A bulunur. Bunlar, potansiyel anti-

neoplastik aktiviteye sahip acil ilaç sınıfında kabul edilirler. Bu ilaçlar, genetik 

mutasyon dışında, HDAC enzimlerindeki değişikliğin hücrelerde fenotipik ve 

genotipik ekspresyonu etkilediği ve bunun da bozulan homeostaz ve neoplastik 

büyümeye yol açtığının anlaşılmasıyla geliştirilmişlerdir (112). FDA tarafından 

kutanöz T hücreli lenfoma (CTCL) için onaylanan ilk HDACi olan vorinostat 

(suberoylanilid hidroksamik asit) (Mann ve ark., 2007) derinin skuamöz hücreli 

karsinomuna karşı da etkilidir. Vorinostat; renal hücreli karsinom, mantle hücreli 

lenfoma, malign melanom, meme, prostat ve akciğer kanseri ve gibi çeşitli kanserlere 

karşı  kapsamlı bir şekilde değerlendirilmiştir (Butler ve ark. 2000; Facchetti ve ark. 

2004; Komatsu ve ark 2006; Mahalingam ve ark. 2010; Xargay-Torrent ve ark. 2011; 

Uehara ve ark. 2012) (113). Vorinostat; 1. ( HDAC1, HDAC2 ve HDAC3 ) ve 2. 

Sınıf ( HDAC6 ) HDAC enzimleri üzerindeki inhibe edici etkisi sayesinde; doku 

düzeyinde immun yanıt modülasyonu, anjiyogenez inhibisyonu, hücresel düzeyde 

farklılaşma, aggrezom oluşumu, hücre motilitesi, apoptoz ve hücre siklusunun 

devamı gibi biyolojik süreçler üzerinde çeşitli etkilere sahiptir. Güçlü bir HDACi 

olan vorinostatın, radyasyon terapisi ve antineoplastik ajanlarla kombine kullanımı 

uygun görülmektedir. Her iki tedavi şeklinde de normal hücreler üzerinde 

toksisitenin az olduğu saptanmıştır ve hücresel süreçlerde spesifik biyolojik etkileri 

mevcuttur. Diğer kanser terapileri ( radyasyon, kinaz inhibitörleri, sitotoksik 

maddeler ve ayırt edici maddeler dahil olmak üzere ) ile vorinostatın kombinasyon 

halinde aktivitesi üzerine yapılan çalışmalarda, çeşitli insan transforme kültür 

hücrelerinde sinerjistik etkisi gözlemlenmiştir (16). 

 

 

Şekil 6. Vorinostatın moleküler yapısı 
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3.3.3.4. Vorinostat ve otofaji 

          Vorinostat; mikromolar konsantrasyonlarda renal tübül hücrelerinde hücre 

ölümünü uyarırken, daha düşük dozlarda sisplatin nedenli apoptoza karşı koruyucu 

etki gösterir (114-116). Otofaji; bozulmuş organellerin ve protein agregatlarının 

elimine edildiği lizozomal degradasyon yolağıdır. Açlığa adaptasyon, intraselüler 

protein ve organel temizliği, hücre büyümesi/gelişmesi, anti-aging, 

mikroorganizmaların eliminasyonu, hücre ölümü, tümör süpresyonu ve antijen 

prezentasyonu birer otofaji örneğidir (117,118). İskemik ve nefrotoksik akut böbrek 

hasarında otofaji, tubuler hücre hasarına karşı devreye girer (119). 2018 yılında 

yapılan bir çalışmada; vorinostat ve trikostatinin renal tübül hücrelerinde otofajiyi 

uyardığı gösterilmiştir (120). Ayrıca, vorinostat ve trikostatinin sisplatin 

toksisitesinde hücre iyileşmesini artırdığı gösterilmiştir (20). Vorinostat ve 

trikostatinin, sisplatin tedavisi süresince DNA hasar cevabını baskıladığı, sisplatin 

nedenli tübül hücre apoptozunda önemli bir sinyal yolağı olan p53 aktivasyonunun 

süpresyonu ile gösterilmiştir (20). Patschan ve arkadaşları, vorinostatın endotelyal 

progenitör hücrelerde TGF-betanın otofaji inhibitör etkisini ortadan kaldırdığını 

göstermiştir (121). Gelecek vadeden antikanser ajanlar olarak HDACi, sisplatin gibi 

diğer birçok antikanser ajanlarla sinerjistik ve aditif tümör öldürücü etki 

göstermektedir (122). Renal hasarı önlemek için HDACi’ni kullanırken, sisplatinin 

antikanser etkisini olumsuz etkilememesi çok makul bir tedavi stratejisi olarak 

kendini gösterir (20). Vorinostat tübül hücrelerindeki sisplatin nedenli apoptozu 

azaltırken, HCT116 kolon kanser hücrelerinde sisplatin tedavisinde apoptozu 

artırmıştır (in vitro). Bu çalışma in vivo olarak HDACi’nin sisplatin ile birlikte 

kullanılırken bir yandan nefroprotektif bir yandan da antikanser etki edebileceğine 

işaret etmektedir (20).  

3.3.3.5. Vorinostatın antiinflamatuar etkileri 

 

          Vorinostat, HDAC enziminin in vivo ve in vitro geri gönüşlü inhibitörüdür 

(123). HDACi, asetile edilmiş H3 ve H4 histonlarının akümülasyonunu artırarak 

direkt olarak kromatinin ve dolayısıyla nükleozomun gen düzenleyici faktörlerle olan 



 

28 
 

ilişkisini düzenler (124). HDACi’nin insan PBMC (periferik insan mononükleer 

hücreleri)’de lipopolisakkarit (antijen) nedenli TNF-alfa, IL-1beta, IL-12 ve IFN-

gama’yı inhibe ettiği gösterilmiştir (Böbreğin mezengiyal hücreleri, glomerülde 

bulunan hem vazoaktif hem de immünolojik olarak aktif olan özelleşmiş hücrelerdir. 

Bu hücreler; 1- Glomerüler hemodinamiğin regülasyonu ile ilişkili özelleşmiş düz 

kas hücreleri gibi davranır 2- Ekstraselüler matrix üreterek glomerüler yumağa 

yapısal destek sağlar 3- Fagositik özelliklerinden dolayı immun kompleksler gibi 

makromoleküllerin alımını ve temizlenmesini sağlarlar. Makrofajlara benzer şekilde; 

lipopolisakkarit, IFN-gama ve IL-1betaya yanıt olarak nitrik oksit, süperoksit ve 

diğer inflamatuar medyatörleri üretirler) (125,126). Bir çalışmaya göre; vorinostat in 

vitro olarak mezengiyal hücrenin inflamatuar medyatör üretimini bloke eder. Bu 

çalışmadaki in vivo vorinostat dozları Butler ve arkadaşlarının yaptığı çalışmadan 

alınmıştır. Buna göre; 25 ya da 50 mg/kg vorinostat H3 veH4 total asetilasyonunu 

artırmıştır (123). 

 

3.3.3.6. Vorinostatın farmakokinetiği 

          Vorinostatın ileri evre kanser hastalarında kısa süreli uygulamalarda iyi tolere 

edildiği gözlenmiştir. 22 günlük ardışık uygulamadan sonraki plazma 

konsantrasyonunun, tek dozluk plazma konsantrasyonuna benzerlik gösterdiği 

kaydedilmiştir. İnsanda 400 mg oral dozun yarılanma süresi 1,34 saattir. %71 

oranında plazma proteinlerine bağlanır. Başlıca bağlandığı protein albümindir. 

Eliminasyonu başlıca metabolizma yoluyla olur. Metabolizması glukuronidasyonla 

ve beta oksidasyonun takip ettiği hidroliz ile olur. İdrarla %1’den az miktarda atılır. 

O-glukuronid ve 4-anilino-4-oksabutanik asit olmak üzere iki inaktif metaboliti 

vardır (127). 

 

3.3.3.7. Vorinostatın farmakodinamiği 

          Vorinostatın en sık karşılaşılan doz kısıtlayıcı toksisite göstergeleri; %8,2 

dehidratasyon, %8,2 anoreksi, %6,8 yorgunluk, %4,1 diyaredir. Vorinostatın en sık 

rapor edilen yan etkileri; %89,0 yorgunluk, %72,6 hiperglisemi, %71,2 mide 
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bulantısı, %60,3 anoreksi, %50,7 diyare, %69,9 düşük hemoglobin, %56,2 yüksek 

kreatin, %53,4 düşük platelet seviyeleridir. Tüm vorinostat dozlarında asetillenmiş 

histon H3 (AcH3) akümülasyonu kaydedilmiştir. Hem solid tümör hem de 

hematolojik maliniteye sahip hastalarda, vorinostat anti-tümör etkinlik göstermiştir 

(127). 
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4. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

4.1. Gereç 

 

4.1.1. Kullanılan araç ve gereçler 

Biopac MP30 amplifikatör ( dört kanalda birçok parametrenin kayıt ve analizini 

yapar ) 

MAY WBC30-440C organ banyosu için su sirkülatör cihazı 

MAY FDT-10A Force Displacement Transducer cihazı 

Langendorff sistemi ( MAY 0702 ) 

Hassas terazi ( Sartorius BP 121 S ) 

Vortex cihazı ( Nüve NM 110 )  

Santrifüj cihazı (Thermo MicroCL 17R) 

Çalkalayıcı (Stuart SSM4) 

Elektroblot cihazı (Thermo Pierce Power Blot Cassette) 

 

4.1.2. Kullanılan deney hayvanları 

          Çalışma Dicle Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 

20/10/2017 tarihli 4 nolu kararı ile etik kurul onayı almıştır. Dicle Üniversitesi Sağlık 

Bilimleri Uygulama ve Araştırma Merkezi (DÜSAM)’den temin edilen 32 adet 

Sprague-Dawley erkek rat kullanıldı. Çalışma süresince ‘Hayvan Haklarının 

Korunması’ hususundaki esaslara özenle uyuldu. 
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4.1.3. Kullanılan kimyasal maddeler 

Vorinostat/SAHA (Cayman Chemicals) 

Sisplatin  (Koçak-farma) 

Ketamin HCL (Ketalar 50 mg/ml,10ml flakon, Pfizer) 

Ksilazin (Rompun %2, Bayer) 

Heparin (Nevparin flakon 5.000 IU, Mustafa Nevzat) 

Krebs-Henseleit solüsyonu 

DMSO 

 

Tablo 1.  Krebs Henseleit solüsyonu 

NACl 6,9 gr/L 

NAHCO3 2,1 g/L 

KCl 0,35 g/L 

CaCl2 0,28 g/L 

MgCl2 0,11 g/L 

Na2HPO4 0,12g/L 

Glukoz 2 g/L 

 

4.2. Yöntem 

                  Sprague-Dawley erkek ratlar kullanılarak yapılan deneysel çalışmalar 4 

grupta (n=8) gerçekleştirildi.  

 1.        Kontrol grubu; 1 ml salin enjeksiyonu i.p. yapıldı. 

 2.        Sisplatin grubu; tek doz 5 mg/kg sisplatin i.p. yapıldı. Beş gün sonra  

böbrekler izole edildi. 
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 3.        Sisplatin+vorinostat grubu; 24 saat arayla iki doz  50 mg/kg vorinostat i.p. 

yapıldı. Son vorinostat dozundan 6 saat sonra tek doz 5 mg/kg sisplatin i.p. yapıldı 

(123) 

 4.        Vorinostat grubu; 24 saat arayla iki doz  50 mg/kg vorinostat i.p. yapıldı.   

Tüm gruplarda son ilaç uygulanmasından 5 gün sonra anestezi altında laparotomi 

yapılarak börekler izole edildi. Sol böbrekler perfüzyon basıncı ölçümleri için 

Langendorff düzeneği ile perfüze edildi. Sağ böbrekler histopatolojik 

inceleme,Western-Blot analizleri ve MDA ölçümleri için kullanıldı. Histopatolojik 

incelemeler için doku örnekleri formolin içine alındı, biyokimya ve Western-Blot 

analizleri için ayrılan dokular -800 C’de saklandı. Ratlardan kardiak kan alınarak 

serum üre ve kreatinin düzeyleri ölçüldü.  

 

 4.2.1. Farmakolojik inceleme 

          Bütün gruplara anestezi amacıyla 100 mg/kg Ketamin + 15 mg/kg Ksilazin 

(i.m.) ve cerrahi işlemler sırasında oluşabilecek bir koagülasyonu önlemek amacı ile  

500 IU/kg heparin (s.c.) uygulandı. Daha sonra ratlarda abdomen açıldı, karın ön 

duvarı geçilerek sol böbreğe ulaşıldı. Böbrekte herhangi bir mekanik hasar 

oluşturmamaya özen göstererek abdominal aort ve diğer damarlar kesilerek böbrek 

izole edildi. Buzlu krebs solüsyonu içerisine bırakılan ve kısa bir kanül ile renal 

arterden kanüle edilen böbrekler Langendorff sistemine asıldı (Resim 1). Peristaltik 

pompa yardımı ile sabit hızda  37 ˚C’de ısıtılan   % 5 CO2 ve % 95 O2 karışımı ile 

havalandırılan Krebs  Henseleit solüsyonu ile perfüze edildi. Renal basınç 

değişiklikleri bir basınç transduceri ile MP30 software sistemi ile (Biopac systems) 

kaydedildi. Perfüzyon basınçlarındaki değişiklikler gruplar arasında karşılaştırıldı. 

Her grupta sağ böbrekler biyokimyasal ve histopatolojik değerlendirmelerde 

kullanılmak üzere alındı.  
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Resim1. Langendorff düzeneğine asılmış rat böbreği 

 

4.2.2. Biyokimyasal inceleme 

          Anestezi sonrasında  tüm deneklerden 4 ml intrakardiyak kan alındı. 4000 

rpmde 10 dk santrifüj edilerek plazma ayrıştırıldı. Dicle Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Merkez Biyokimya Laboratuarı’nda tüm örneklerin üre ve kretainin değerleri 

ölçüldü. 

          Tüm gruplarda izole edilen böbrek doku örneklerinde, doku MDA 

(malondialdehit) düzeyi ölçüldü. Lipid peroksidasyonunun göstergesi  olan MDA 

tayini, tiyobarbütirik asit (TBA) yöntemi ile yapıldı. Sonuçlar dokular için nmol/gr 

olarak tanımlandı. Bu yöntemde tiyobarbitürik asit ile reaksiyon veren maddeler 

ölçülür ve literatürlerde TBARS olarak yer almaktadır (128). MDA ölçümü için -
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800’de saklanan böbrek parçaları her denek için buz sıcaklığında trikloroasetik asit 

(TCA) ile muamele edilerek homojenize edildi (1 gr doku başına 1 ml %10 TCA ve 

8 ml %5 TCA daha eklenerek Ultra Turrax homojenizatörde homojenize edildi). 

Santrifüj işleminden sonra elde edilen süpernatanta aynı miktar %6 TBA ilave 

edilerek 1000C’ye kadar 10 dakika ısıtıldı. Absorbsiyon spektrumu 480-600 nm 

aralığında kaydedildi. MDA ölçümünün standardı olan 1,1,3,3-tetraetoksipropan ile 

aynı koşullarda çalışıldı. Sonuç MDA konsantrasyonları 532 nm dalga boyunda 

Jordan ve Scenkman tarafından bildirilen molarite katsayısı (1,56x105) kullanılarak 

hesaplandı (129). 

 

4.2.3. Histopatolojik inceleme 

          Doku spesimenleri 48 saat boyunca %10’luk formalinde fikse edildi. Otomatik 

doku takibi cihazı ile (Thermo, Excelsior AS) standart histolojik doku takibi süreci 

sonrasında dokular döküm cihazında (Thermo, Histostar) parafine gömülerek 

bloklama işlemi yapıldı. Bloklardan mikrotom cihazı ile (Leica, RM2245) 4-5 

mikrometre kalınlığında kesitler alındı. Kesitler, deparafinizasyon işlemini takiben 

otomatik boyama cihazında (Shardon, Varistain Gemini) Hematoksilen-Eozin (H&E) 

ile ve otomatik histokimya cihazında (Ventana, Bench Mark special stain) Periodic 

Acid-Schiff (PAS) ile standart metodlara göre boyandı. Histopatolojik değerlendirme 

için preparatlar ışık mikroskobu ile (Nikon, Eclipse 50i) incelendi.  

 

4.2.4. Western-Blot analizi 

          Bütün gruplarda izole edilen böbreklerden alınan doku örneklerinde TNF-alfa, 

p21 ve PUMA-alpha (p53 up-regulated modulator of apoptosis alpha)  düzeyleri 

western-blot analizi ile tayin edildi. 

 

4.2.4.1 Kullanılan gereçler 

1- TNF-alfa primer antikoru (abcam-#ab6671) 
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2- p21 primer antikoru (abcam-#ab109199)) 

3- PUMA-alfa antikoru (abcam-#ab9643) 

4- Beta actin antikoru (abcam-#ab8227) 

5- Sekonder antikor (Goat anti-rabbit IgG) (abcam #6721) 

6- Acrylamide/Bis-acrylamide (%30/%0.8 w/v) (SIGMA #A3699) 

7- TBST tablet (SIGMA-#91414) 

8- TEMED (SIGMA #T9281) 

9-  Tris HCl (SIGMA #T3253) 

10- Sodium dodecyl sulfate (SDS) (SIGMA-#L3771) 

11- Glycine (Sigma-#G8898) 

12- T-PER doku protein ekstraksiyon reaktifi (Thermo-#78510) 

13- Halt proteaz ve fosfotaz inhibitör karışımı (Thermo-#78442) 

14- Protein kuantifikasyon reaktifi (Pierce 660 nm Protein Assay Reagent-#22260) 

15- Trizma Base (SIGMA #93362) 

16- 1 step Transfer buffer (Thermo-#84731) 

17- Sample buffer (Laemmli 2x concentration-#S3401-10 vl) 

18- Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo-#26620) 

19- Hızlı elektroblotlama sistemi (Thermo G2 Fast Blotter)(Thermo FP-94060103) 

20- Poliviniliden florür transfer membranı (GVS-#1212639) 

21- Filtre kağıdı (Thermo-#84783)  

22- Dikey elektroforez sistemi ( Thermo OWL-P8DS-1) 

23-  Elektroforez güç kaynağı (Thermo OWL-EC300XL2) 
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24- Nanodrop cihazı (Thermo 2000/2000c) 

25- Isıtıcılı manyetik karıştırıcı (VELP ARE Aluminum) 

26- iBright Western-Blot görüntüleme sistemleri (Thermo Fisher CL-1000) 

27- Homojenizatör (Thermo FSR-FB50220) 

28- ECL Kit (Thermo-#32106)  

29- Hassas terazi (Sartorius BP 121 S) 

30- Yatay çalkalayıcı (Stuart SSM4) 

31- Otomatik pipetler (Eppendorf) 

32- pH metre (METTLER TOLEDO S220-K)  

 

4.2.4.2 Kullanılan tampon ve çözeltilerin hazırlanışı 

2mg/ml BSA stok çözeltisi  

 20 mg bsa 10 ml tper ve halt karışımı ile karıştırıldı 

%2 agaroz solüsyonu 

2 gr agaroz 100 ml saf suda çözündü 

0,5 M tris HCl solüsyonu pH 6,8  

3,94 gr tris hcl  saf su ile 50 ml tamamlandı ve 0,1 N HCl ile ph 6,8’e ayarlandı 

1,5 M Tris HCl solüsyonu pH 8,8 

11,82 gr tris hcl  saf su ile 50 ml tamamlandı ve 0,1 M NaOH ile ph8,8’e ayarlandı 

%10 APS (amonyum persülfat) solüsyonu 

10g aps 100 ml saf su 
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%10 SDS 

SDS 10 gr 100 ml saf suda çözüldü 

Yürütme tamponu (Transfer Buffer)(10x) 

Tris base 30 gr 

Glisin 144 gr 

SDS 10 gr 

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak çözündürüldü 

TBST (Tris-buffered saline with 0.1% Tween ® 20 Detergent) çözeltisi(1X) 

Hazır TBST tableti 500 ml distile suda çözüldü. 

Bloklama solüsyonu 

5 gr yağsız süt tozu TBST çözeltisi (1x) 100 ml ile karıştırıldı. 

 

4.2.4.3 Doku örnekleme 

Dondurma 

Dokular denekten alınır alınmaz saf su ile yıkandı, parafilme sarıldı, işaretlendi  ve -

800C’de muhafaza edildi. 

Doku homojenizasyonu 

Doku homojenizasyonu ve protein ekstraksiyonu için T-PER doku protein 

ekstraksiyon reaktif kiti  ve HALT proteaz ve fosfataz inhibitör karışımı kullanıldı. 

Yapılan tüm işlemler kit prosedürüne bağlı olarak gerçekleştirildi. İşlemden önce 

1:20 oranında T-PER   ve HALT karışımı buz üzerinde (50 mg doku için 1ml T-PER 

ve 1 ml T-PER ile 10µl HALT) pipetle karıştırıldı ve buz üzerinde bekletildi. 

Sıçanlardan alınan böbrek dokuları  - 800 C’deki derin dondurucudan alınarak oda 

sıcaklığında ve buz üzerinde çözünmeye bırakıldı. Her numuneden yaklaşık 50’şer 

µg doku ependorfflara nakledildi ve her ependorffa daha önce hazırlanan TPER ve 
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HALT karışımından 1010 µl eklendi. Ultrasonik homojenizatör ile her ependorff 15 

saniye homojenize edildi ve 15 saniye buz üzerinde bekletildi, bu döngü en az 3 kere 

tekrarlandı. +40C’de 13000 rpm 20 dk santrifüj edildi. Süpernatant yeni ependorff 

tüplere alındı. Elde edilen örnekler -800C’de saklandı. 

Total protein kuantifikasyonu (Pierce 660 nm Assay Kiti) 

Total protein kuantifikasyonu için Thermo Pierce 660 nm Assay kiti kullanıldı. 

Yapılan tüm işlemler kit prosedürüne bağlı olarak gerçekleştirildi. İşlemden önce 

2mg/ml stok BSA (albümin standardı) solüsyonundan 10 ml hazırlandı. Seyreltici 

olarak T-PER ve HALT karışımı kullanıldı. Stok çözeltiden tablodaki hacimler 

kullanılarak seri dilüsyon yapıldı, ve standartlar hazırlandı. 

Tablo 2. BSA standartlarının hazırlanması için kullanılan şema 

 Çözücü Hacmi BSA'nın hacmi ve kaynağı Final BSA konsantrasyonu 

A 0 µl          stoktan 300µl 2000µl/ml 

B 125µl         stoktan 375µl 1500µl/ml 

C 325µl         stoktan 325µl 1000µl/ml 

D 175µl          B'den 175µl 750µl/ml 

E 325µl          C'den 325µl 500µl/ml 

F 325µl          E'den 325µl 250µl/ml 

G 325µl          F'den 325µl 125µl/ml 

H 400µl          G'den 100µl 25µl/ml 

I 400µl 0 0µl/ml 

 

Daha sonra kit prosedürüne uygun olarak, hem numunelere hem de standartlara 1:7,5 

oranında Pierce 660 nm protein kuantifikasyon reaktifi eklendi (150µl Pierce 660 nm 

reaktife 20µl numune ya da standart). Oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edildi ve 

nanodrop cihazı ile standartların ve numunelerin 660 nm’deki absorbsiyonları 

ölçüldü. Konsantrasyonları bilinen standartların yardımıyla numunelerdeki total 

protein miktarı hesaplandı.  
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4.2.4.4 SDS- PAGE (Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel) elektroforez 

jele yüklenecek olan protein numunelerinin hazırlanması 

 

Elde edilen nanodrop sonuçlarına göre her numunenin konsantrasyonu hesaplandı ve 

her kuyucuğa 20 µg total protein eklenecek şekilde aliquatlandı. Her numuneye 1:1 

oranında sample laemlii buffer eklendi. Kaynar suda 5 dakika bekletildi. 

Kaynadıktan sonra 16000 rpm 5 dakika santrifüj edildi ve jele yüklemeye hazır hale 

getirildi. 

SDS PAGE jelin hazırlanması, protein karışımlarının yüklenmesi ve 

yürütülmesi 

Thermo marka Owl Duo P8DS-1 cihazı kullanıldı. Hazırlanan %2’lik agaroz jel, 

kasetlerin tabanına yüklendi ve polimerize olması için beklendi. Bu sırada 10 ml 

%15’lik ayırıcı jel tablodaki gibi hazırlandı. Her kasete 4,13 ml ayırıcı jel karışımı 

konuldu ve üzerine jelin hava ile temasını kesmek için distile su eklendi.  Jelin iyice 

polimerize olması için 30 dakika bekletildi. Polimerizasyondan sonra jelin üzerine 

verilen su kurutma kağıdı ile uzaklaştırıldı. 5 ml % 5’ lik yoğunlaştırıcı jel tablodaki 

gibi hazırlandı ve ayırıcı jelin üzerine pipetle döküldü. Bu işlemden hemen sonra, 

10x10 0,8 mm aralıklı on dişli tarak  yoğunlaştırıcı jel ile arasında hava kabarcığı 

kalmamasına dikkat edilerek yerleştirildi. Jelin polimerizasyonu için 30 dakika süre 

beklendi.  Tankın iç çemberine uygun miktarda yürütme tamponu (running buffer) 

eklendi. Tarak dikkatlice jelden ayrıldı. İlk kuyucuğa 5 µl protein ladder ve geri 

kalan  kuyucuklara 20 µl hazırlanan örnekten pipetlendi. Tankın dış çemberine de 

yürütme tamponu eklendi. Elektroforez cihazının kapağı anot ve katot uçlarının 

doğruluğu kontrol edilerek kapatıldı ve 40mA sabit akımla yaklaşık bir buçuk saat 

süreyle proteinlerin ayrışması işlemi gerçekleştirildi (Resim 5).  

Tablo 3: Ayırıcı jelin içeriği 

ddH2O 2,2 ml 

Akrilamid:Bisakrilamid 5 ml 

1,5 M Tris HCl pH=8,8 2,6 ml 

%10 SDS 0,1 ml 

%10 APS 0,1 ml (100 µl) 

TEMED 0,01 ml (10 µl) 
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Tablo 4: Yoğunlaştırıcı jelin içeriği 

ddH2O 2,975 ml 

Akrilamid:Bisakrilamid 0,67 ml 

0,5 M Tris HCl pH=6,8 1,25 ml 

%10 SDS 0,05 ml (50 µl) 

%10 APS 0,05 ml (50 µl) 

TEMED 0,005 ml (5 µl) 

 

 

Resim 2: Elektroforez düzeneğine numunelerin yüklenmesi 
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Resim 3: Proteinlerin 40 mA’de sabit akımla ayrıştırılması 

Elektroblotlama işlemi 

İlk olarak pvdf (Poliviniliden Florür) membranı metanol ile ıslatıldı. Her jel için 1 

pvdf membran ve 4 filtre kağıdı 1. step transfer bufferda en az 5 dakika inkübe 

edildi.  

Dikey elektroforez işleminden sonra jel kasetten çıkartıldı. Jel membrana aktarım 

kısmına geçmeye uygun hale getirildi. Fast blotter sisteminin kasetine her jel için 

önce 2 adet filtre kağıdı, sonra pvdf membran, sonra jel ve en son 2 filtre kağıdı 

sırasıyla üst üste yerleştirildi. Bu işlemlerde hava kabarcığı kalmaması için roller 

kullanıldı. Cihazımızın alt kapağı (anot) ve üst kapağı (katot) kontrol edildikten 

sonra kapatıldı ve fast blotter cihazında 7 dakikada proteinlerin membrana transfer 

sağlandı. Sürenin sonunda akım kesilerek membran çıkarıldı. Önceden boyanmış 

Low Range Marker’ın membranda görülmesi ile aktarımın yapıldığı kanıtlanmış 

oldu. 
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Bloklama işlemi 

Öncelikle membranlar TBST tamponuyla oda sıcaklığında 5 dakika boyunca 

çalkalayıcı üzerinde yıkandı. Daha sonra 10 ml bloklama tamponu ile  1 saat 

boyunca çalkalayıcının üzerinde oda sıcaklığında inkübe edildi. Bloklama 

aşamasından sonra TBST tamponu ile üçer defa 5 dakika boyunca çalkalayıcı 

üzerinde yıkandı. 

Primer ve sekonder antikorlarla inkübasyon ve diğer işlemler 

Üretici firmanın tavsiyesi doğrultusunda bütün antikorlar 1:1000 oranında 10 ml 

bloklama çözeltisi ile seyreltildi  ve hazırlanan karışım membranlara eklendi. +40 

C’de 20 saat boyunca çalkalayıcı üzerinde membranlarda inkübe edildi.  

Ertesi gün membranlar 5 ml TBST solüsyonu ile beş dakika çalkalayıcı üzerinde 

yıkandı ve bu işlem 3 kere tekrarlandı. Daha sonra sekonder antikor 1:2000 oranında 

10 ml bloklama tamponunda hazırlandı. Ve hazırlanan karışım membranlara eklendi 

ve oda sıcaklığında 1 saat çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. Son olarak TBST 

tamponu ile üç defa beşer dakika çalkalayıcı üzerinde yıkandı. 

Protein bantlarının görüntülenmesi ve protein ekspresyon düzeylerinin 

belirlenmesi 

Bu aşamada Thermo ECL kit kullanıldı ve yapılan tüm işlemler kit prosedürüne bağlı 

olarak gerçekleştirildi. Her membran için toplamda 7,5 ml ECL solüsyonu hazırlandı, 

memranların üzerine eklendi ve oda sıcaklığında 1 dk inkübe edildi. Thermo Fisher 

CL 1000 (ibright Western-blot görüntüleme sistemi) kullanılarak bant görüntüleri 

elde edildi. Protein bant yoğunlukları IMAGE-J (National Institute of Health, 

Bethesda, ABD) Analysis Software programında analiz edildi. Veriler β-Aktin 

housekeeping proteinine karşı normalize edildi. 

4.2.5. İstatistiksel değerlendirme 

 

          Elde edilen veriler aritmetik ortalama ± standart sapma olarak ifade edildi. 

İstatistiksel analizler SPSS programı kullanılarak  yapıldı. Gruplar arası farkı 

değerlendirmek amacı ile  Kruskal Wallis testi uygulandı. İki grup arasındaki fark ise 
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Mann-Whitney U testi kullanılarak yapıldı. Tüm istatistiksel analizlerde anlamlılık 

düzeyi p<0.05 olarak kabul edildi. 
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5. BULGULAR 

 

5.1. Farmakolojik bulgular 

 

Langendorff sistemi ile perfüze edilen böbreklerden elde edilen perfüzyon basınç 

değerlerinin, Sisplatin grubunda Kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

şekilde arttığı (p<0,05), Vorinostat+Sisplatin grubunda ise Sisplatin grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı şekilde azaldığı görüldü (p<0,05). (Şekil 7) 

 

            

Şekil 7. Bütün gruplarda  böbrek perfüzyon basınç değişimleri (mm/Hg) (n=8) (a-b p<0.05, 

b-c p<0.05) 

5.2. Biyokimyasal bulgular 

Serum üre ve kreatinin düzeylerinin Sisplatin grubunda Kontrol grubuna göre 

anlamlı olarak arttığı, Vorinostat+Sisplatin grubunda ise  Sisplatin grubuna göre 

anlamlı olarak azaldığı görüldü (p<0.05). 

Böbrek dokularında ölçülen MDA değerlerinin Sisplatin grubunda Kontrol grubuna 

göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde arttığı (p<0,05), Vorinostat+Sisplatin 
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grubunda ise Sisplatin grubuna göre anlamlı olarak azaldığı görüldü (p<0,05) (Şekil 

8).  

 

Şekil 8. Bütün gruplarda MDA düzeyleri (nmol/gr) (n=8) ( a-b p<0.05, b-c p<0.05) 

5.3. Histopatolojik bulgular 

 

Kontrol grubu: Kontrol grubuna ait incelemede normal histolojik yapılar izlendi. 

Glomerül yapısı, proksimal ve distal tübüllerin histolojik açıdan normal ve fırçamsı 

kenar yapılarının korunmuş olduğu görüldü (Resim 4 ve Resim 5)  
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Resim 4: Kontrol grubu. Korunmuş tübüler organizasyon (H&E, 20x10) 
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Resim 5: Kontrol grubu. Korunmuş fırçamsı kenar (PAS, 20x10) 

 

Sisplatin grubu: Sisplatin gurubunda yapılan incelemede  böbrekte bütünlüğün 

bozulduğu görüldü. Tübüler epitelde nükleus kaybı ile karakterize prenekrotik 

değişiklikler, tübül epitel hücresi nükleuslarında belirgin rejeneratif değişiklikler, 

tübül bazal membranında yer yer kalınlaşma (Resim 6) ve tübül epitellerinde 

fırçamsı kenar kaybı, tübül epitellerinde nükleus kaybı (prenekrotik değişiklikler) 

(Resim 7) gibi belirgin yapısal değişiklikler izlendi.  
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Resim 6: Sisplatin grubu. Siyah ok: Tübül epitellerinde nükleus kaybı ile karakterli 

prenekrotik değişiklikler, Lacivert ok: Tübül epitel hücresi nükleuslarında belirgin rejeneratif 

değişiklikler, Yeşil ok: Tübül bazal membranında yer yer kalınlaşma (H&E, 20x10) 
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Resim 7: Sisplatin grubu. Koyu yeşil ok: Tübül epitellerinde fırçamsı kenar kaybı, 

Kahverengi ok: Tübül epitellerinde nükleus kaybı (prenekrotik değişiklikler)  (PAS, 20x10) 

Vorinostat+Sisplatin grubu: Bu grupta yapılan incelemede sisplatine bağlı olarak 

bozulan bütünlüğün +vorinostat ile korunduğu görüldü. Hafif tübüler dilatasyon, 

tübül epitellerinde hafif hidropik dejenerasyon, hafif eozinofilik dejenerasyon (Resim 

8) ve fokal tübüler cast formasyonu, tübüler organizasyon ve tübül epitelyum 

hücrelerinin korunduğu izlendi (Resim 9).  

 

 

Resim 8: Vorinostat+Sisplatin grubu. Hafif tübüler dilatasyon, tübül epitellerinde hafif 

hidropik dejenerasyon, hafif eozinofilik dejenerasyon (H&E, 20x10) 
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Resim 9: Vorinostat+Sisplatin grubu. Fokal tübüler cast formasyonu, tübüler organizasyon 

ve tübül epitelyum hücreleri (PAS, 20x10)  

 

Vorinostat grubu: Bu grupta yapılan incelemede tübüler epitel hücrelerinin ve 

tübüler formasyonun korunduğu, vorinostatın  böbrek dokusunda herhangi bir 

değişiklik yapmadığı görüldü (Resim 10 ve 11). 
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Resim 10: Vorinostat grubu. Korunmuş tübüler organizasyon (H&E, 20x10) 

 

Resim 11: Vorinostat grubu. Korunmuş tübül epitel hücreleri (PAS, 20x10) 
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5.4. Western-Blot analizleri 

Doku TNF-alfa, p21 ve PUMA-alfa protein ekspresyon düzeyleri 

Doku TNF-alfa protein ekspresyon düzeyleri incelendiğinde; Sisplatin grubunda 

TNF-alfa protein ekspresyonunun Kontrol grubuna kıyasla istatiksel olarak anlamlı 

şekilde arttığı (p<0,05), Vorinonstat+Sisplatin grubunda ise TNF-alfa protein 

ekspresyonunun, Sisplatin grubuna kıyasla anlamlı olarak azaldığı görülmüştür 

(p<0,05) (Şekil 10). 

Doku p21 protein ekspresyon düzeyleri incelendiğinde; Sisplatin grubunda p21 

protein ekspresyonunun Kontrol grubuna göre istatiksel olarak anlamlı şekilde arttığı 

(p<0,05), Vorinonstat+Sisplatin grubunda ise p21 protein ekspresyonunun, Sisplatin 

grubuna kıyasla anlamlı olarak azaldığı görülmüştür (p<0,05) (Şekil 10). 

Doku PUMA-alfa protein ekspresyon düzeyleri incelendiğinde; Sisplatin grubunda 

PUMA-alfa protein ekspresyonunun Kontrol grubuna kıyasla istatiksel olarak 

anlamlı şekilde arttığı (p<0,05), Vorinostat+Sisplatin grubunda ise TNF-alfa protein 

ekspresyonunun, Sisplatin grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

azaldığı görülmüştür (p<0,05) (Şekil 10). 

 

 

Şekil 9. Actb, TNF-alfa , p21 ve PUMA-alfa proteinlerine ait western-blot bant görüntüsü 
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Şekil 10. Gruplara göre doku protein ekspresyon düzeyleri (%)(n=8) (a-b p<0.05, b-c 

p<0.05) 
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6. TARTIŞMA 

 

          Antineoplastik ilaçlar, kontrolsüzce çoğalan kanser hücrelerini yok ederken, 

vücudun hızlı çoğalan normal hücrelerine de zarar verirler. Bu nedenle çoğu kanser 

ilacı, kemik iliği hücreleri ve gastrointestinal sistem epitel hücreleri gibi hızlı çoğalan 

hücrelere sahip dokularda yan etki ortaya çıkarır (130). Bunun yanında hızlı çoğalan 

hücrelere sahip olmasa da böbrekler de kardiyak outputun %25’ini karşılaması, 

toksinleri emilim ve sekresyon aşamalarında konsantre etmeleri, transport 

proteinlerinin intraselüler toksin konsantrasyonunu artırması, geniş lümen yüzey 

alanı ve geniş biyotransformasyon kapasitesinden (4) dolayı antineoplastik ilaçların 

hedefinde yer almaktadır.  

          Sisplatinin kullanıldığı kemoterapi protokollerinin en önemli yan etkilerinden 

birisi nefrotoksisitedir ve bu durum oksidatif stres, DNA etkileşimi, inflamasyon, 

mitokondriyal disfonksiyon, tübül epitel hücrelerine direkt toksik etki (3) gibi altta 

yatan mekanizmalarla  klinikte akut böbrek hasarı olarak karşımıza çıkmaktadır. 

          Vorinostat, HDAC enziminin in vivo ve in vitro geri gönüşlü inhibitörüdür 

(123) ve asetile edilmiş H3 ve H4 histonlarının akümülasyonunu artırarak direkt 

olarak kromatinin ve dolayısıyla nükleozomun gen düzenleyici faktörlerle olan 

ilişkisini düzenler (124). Bu ilaç  kutanöz T hücreli lenfoma tedavisinde 

kullanılmakta ve etkisini histon asetilasyonunu artırarak  gösterdiği için başka birçok 

hastalığın tedavisi için de denenmektedir. Bu nedenle literatürde vorinostat ile ilgili 

yapılmış birçok bilimsel araştırma mevcuttur. Örneğin, ratlarda yapılan diyabetik 

nefropati modelli bir çalışmada kullanılan vorinostatın, kardiyomiyositlerdeki ATP 

içeriğini, metabolik aktiviteyi ve reaktif oksijen radikali seviyesini olumlu yönde 

değiştirerek diyabete bağlı gelişen kardiyomiyosit kontraktil disfonksiyonu 

iyileştirdiği gösterilmiştir (18).  

          Histon deasetilaz inhibitörleri, kemoterapötik ajanlar olarak geliştirilmişlerdir. 

Yüksek konsantrasyonlarda böbrek epitel hücrelerinde apoptozu indükledikleri 

bildirilmiştir (6). Ancak düşük dozlarda sisplatinin neden olduğu apoptoza  karşı 

koruyucu oldukları in vitro olarak gösterilmiştir (131). Yapılan bir çalışmada  p21’in 
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sisplatinin neden olduğu akut böbrek hasarını önlediği gösterilmiştir (132). PUMA-

alfa’nın da sisplatin verilen hücre gruplarında p53 artışı ile paralel olarak arttığı 

gösterilmiştir (70). p53’ün transkripsiyon regülasyonundaki iki hedefi olan PUMA-

alfa (p53 upregulated modulator of apoptosis alfa) ve PIDD (p53 induced protein 

with a death domain), sisplatin nedenli hücre ölümünde p53 aktivitesini düzenlerler. 

PUMA-alfa ise sisplatin tarafından p53 bağımlı olarak indüklenen bir proapoptotik  

proteindir (70). Çalışmamızda Western-Blot analizi ile sisplatinin tek başına PUMA-

alfa’yı artırdığını, sisplatin ile birlikte verilen vorinostatın ise PUMA-alfa’yı 

azalttığını kaydettik. 

          Vorinostatın antitümöral özelliği ilk olarak CWR22 insan prostat tümör 

hücrelerinin farelere nakledilmesi ile gösterilmiştir. Vorinostatın kontrollü ve 

intraperitoneal (i.p.) olarak 50 mg/kg/gün dozunda uygulanması sonucu tümör 

hacminde ortalama %97 oranında bir azalma gözlenirken herhangi bir toksisite 

saptanmamıştır(123).  Dong ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada; renal proksimal 

tübül hücre kültüründe sisplatinin neden olduğu apoptozun vorinostat tedavisi ile 

nasıl değiştiğine bakılmış. 5μM vorinostat ön tedavisi için hücreler 1x106 35 mm 

hücre kabına bir gün sonrasında 5μM son vorinostat dozuna yetişecek şekilde 

yerleştirilmiş. Son dozdan 6 saat sonra 20μM sisplatin ile 1 μM vorinostat varlığında 

hücreler inkübe edilmiş. Bu çalışmanın sonuçlarına göre; sisplatin %53 oranında 

apoptoza neden olurken, vorinostat bu oranı %21’e düşürmüştür. Vorinostatın uzun 

dönem etkilerini görmek için sisplatin verilişinden 48 saat sonra hücre parametreleri 

incelenmiştir. Bu çalışmaya göre vorinostatın renal hücre koruyucu etkisinin sadece 

doza bağlı değil doz ile birlikte vorinostatın ne kadar süre ile verildiğine de bağlı 

olduğu bildirilmiştir (133). Bizim çalışmamızda da sisplatin verilen gurupta p21’in 

anlamlı derecede arttığı, sisplatin ile beraber vorinostat verdiğimiz gurupta ise p21’in 

anlamlı derecede azaldığı, sadece sisplatin verilen gurupta artan PUMA-alfa’nın da 

sisplatin+vorinostat gurubunda anlamlı derecede azaldığı tespit edildi. Bu da 

vorinostatın sisplatinin neden olduğu apoptozu azalttığı yönünde bir gösterge olarak 

kabul edildi. Ayrıca p21’in sisplatin verilmesiyle beraber artmasını, ortaya çıkan 

apoptozu baskılamak için organizmanın doğal bir yanıtı olduğunu ve vorinostat 

verilmesiyle birlikte p21 ekspresyonunun azalmasını ise vorinostatın sisplatin 
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nefrotoksisitesine karşı koruyucu olduğunun rölatif bir göstergesi olarak kabul ettik 

(66). 

Yapılan bir çalışmada tek başına sisplatin verilen grupta renal glutatyon 

seviyelerinde anlamlı bir düşüş, üre, kreatinin, MDA, TNF-alfa, p53 ve nükleer 

faktör kappa B seviyelerinde belirgin artış görülmüş, sisplatin ile birlikte düşük doz 

vorinostat verilen grupta ise yukarıdaki tüm parametrelerin olumlu yönde değiştiği 

gözlenmiştir (134). Aynı  çalışma üzerinden sisplatin hepatotoksisitesi üzerine 

vorinostatın koruyucu etkilerinin yapıldığı çalışmada (135) ise hepatik hasarın 

göstergelerinden biri olarak kabul edilen MDA’nın sisplatin verilen grupta anlamlı 

olarak arttığı ve sisplatin ile birlikte vorinostat verilen grupta anlamlı olarak azaldığı 

görülmüştür. Butler ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada; 25 ya da 50 mg/kg 

vorinostatın H3 ve H4 total asetilasyonunu artırdığı görülmüştür (123). Bizim 

çalışmamızda da 50 mg/kg vorinostat kullanıldı ve yukarıda aktarılan verilere benzer 

biçimde; sisplatin verilen grupta üre, kreatinin, MDA, TNF-alfa değerlerinde belirgin 

bir yükselme; sisplatin ile birlikte vorinostat verilen grupta ise tüm bu değerlerde 

istatistiksel olarak anlamlı azalma kaydedildi. Farelerde glioksalatın oluşturduğu 

böbrek hasarına karşı vorinostatın kullanıldığı bir çalışmada vorinostat verilen grupta 

MDA seviyelerinin azaldığı ve apoptozun daha az meydana geldiği tespit edilerek 

vorinostatın glioksalatın fare böbreğinde oluşturduğu hasarı azalttığı ortaya 

konmuştur (136). Bizim çalışmamızda da vorinostat+sisplatin grubunda MDA 

seviyelerinin sisplatin grubuna göre anlamlı olarak azaldığını gösterdik. 

          TNF-alfa, birçok enfeksiyöz ve inflamatuar hastalıkta başrolde olan prototipik 

bir inflamatuar sitokindir. Anti-TNF tedavileri; psöriyazis, romatoid artrit ve 

inflamatuar barsak hastalıkları gibi belirgin inflamatuar hastalıklarda yaygın olarak 

kullanılır. Deng ve arkadaşlarının (78) ve Kelly ve arkadaşlarının (77) yaptığı fare 

çalışmalarında, sisplatin nefrotoksisitesinde TNF-alfa’nın renal ekspresyonunun 

arttığı gösterilmiştir. Başka bir çalışmada ise vorinostatın insan PBMC (periferik 

insan mononükleer hücreleri)’de lipopolisakkarit (antijen) nedenli TNF-alfa, IL-

1beta, IL-12 ve IFN-gama’yı inhibe ettiği gösterilmiştir (125,126). Bu çalışmaya 

göre; vorinostatın in vitro olarak mezengiyal hücrenin inflamatuar medyatör 

üretimini bloke ettiği görülmüştür. Çalışmamızda Western-Blot yöntemi ile elde 
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ettiğimiz verilere göre sisplatin ile rat böbrek dokusunda TNF-alfa’nın anlamlı 

derece arttığını ve vorinostat verildikten sonra TNF-alfa’nın anlamlı derecede 

azaldığını tespit ettik. 

          Çalışmamızda elde ettiğimiz histopatolojik verilere göre rat böbrek 

dokularında kontrol grubu ile karşılaştırıldığında; sisplatin grubunda tübül 

epitellerinde nükleus kaybı şeklinde prenekrotik değişiklikler ve fırçamsı kenar 

kaybı, sisplatin+vorinostat grubunda hafif tübüler dilatasyon, tübül epitellerinde hafif 

hidropik dejenerasyon, hafif eozinofilik dejenerasyon ve fokal tübüler cast 

formasyonu, vorinostat grubunda ise tübüler yapıların korunduğu görülmüştür.   

Yapılan benzer bir çalışmada sisplatin verilen sıçanlardaki patolojik hasar, tübüllerde 

ortaya çıkmış ve tübüler atrofi, epitel deskuamasyonu, debris, tübüler lümende 

nekrotik materyal ve interstisyel dokuda lenfosit yoğunluğu ile kendini göstermiş ve 

üre ve kreatinin yüksekliğinin de patolojik hasarla korelasyon gösterdiği görülmüştür 

(137). Bizim çalışmamızda da sisplatinin ortaya çıkardığı patolojik hasarla beraber 

üre ve kreatinin yüksekliği birliktelik göstermiş ve sisplatin ile beraber vorinostat 

verildiğinde patolojik hasarla beraber üre ve kreatinin de azalmıştır. 

          Nefrotoksisiteye bağlı olarak  ortaya çıkan vasküler hasar sonucu izole perfüze 

böbrekte daha önce yapılan çalışmalarda renal kan akımının bozulduğu, perfüzyon 

basıncının buna bağlı olarak yükseldiği bildirilmiştir (138,139). Sisplatin 

nefrotoksistesi üzerine vorinostatın etkilerinin araştırıldığı önceki çalışmalarda, izole 

perfüze böbreklerde renal basınç değişimleri incelenmemiştir. Yaptımız çalışmada 

Langendorff düzeneği kullanılarak izole perfüze böbreklerin renal perfüzyon 

basınçları ölçüldü;  böbrek basınçlarının sisplatin verilen grupta, kontrol grubuna 

göre arttığı ve sisplatin ile birlikte vorinostat verilen grupta anlamlı olarak azaldığı 

görüldü. Bu da sisplatinin böbrekte oluşturduğu hasara bağlı olarak vasküler direnci 

artırdığını, vorinostatın ise koruyucu etkisi ile oluşan direnci azalttığını 

göstermektedir.  

          Sonuç olarak vorinostatın kemoterapi tedavisi alan kanser hastalarında 

sisplatinin neden olduğu nefrotoksisiteye karşı koruyucu etkileri olduğu görüldü.                                                                                                   
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7.SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

          Yaptığımız bu çalışmada, sisplatine bağlı ortaya çıkan nefrotoksisitede lipid 

peroksidasyonu, inflamasyon ve  apoptozis gibi mekanizmaların rolü olduğu ve 

bunlara bağlı olarak ortaya çıkan patolojik değişimlerin vorinostatın etkisiyle 

hafifletilerek nefrotoksisitenin  azaltılabileceği  anlaşılmıştır. Sisplatinin nefrotoksik 

etkisini önlemeye yönelik, olası  mekanizmaları ortaya koyacak ve aydınlatacak ileri 

çalışmalar sisplatinin klinik kullanımına katkı sağlayacaktır. 
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